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Resumen

La resistencia de las bacterias provocada por los antibi6ticos es uno de los graves problemas
actuales en el ambiente, especialmente en los sistemas acuéticos que alteran el equilibrio
ecoldgico. Los residuos de antibidticos son generados por la industria farmacéutica, los
hospitales y la medicacion habitual de la gente que se estan filtrando al sistema de agua
generando asi, resistencia bacteriana. Por esta razén, se estan considerando técnicas
avanzadas de oxidacion como cloracion, ozonizacion y oxidacion catalitica bajo luz
ultravioleta para la desinfeccion de patdgenos en aguas residuales. Sin embargo, los métodos
anteriores también pueden generar residuos toxicos mediante procesos de mutacion. Por lo
tanto, se requiere el desarrollo de una técnica para desinfectar o degradar los componentes
antibacterianos. Los materiales cataliticos a nanoescala (1 a 100 nm) exhiben propiedades
fisicoquimicas Unicas en comparacion con los materiales a granel; en particular, los 6xidos
metalicos que, poseen propiedades fotocataliticas y antibacterianas. Por ejemplo, se ha
demostrado que el oxido de zinc y las ferritas magnéticas dopadas con otros metales o0 no
metales mejoran las propiedades fotocataliticas y antibacterianas. Sin embargo, ha existido
una preocupacion por la formacion de productos que se lixivian al medio ambiente durante
la sintesis de nanoparticulas. Por lo tanto, los métodos de quimica verde son de creciente
interés en el campo para evitar esos problemas; principalmente, el uso de extractos de plantas
para la preparacion de nanoparticulas. En este proceso no se producen productos nocivos
para el medio ambiente y ademas reduce los costes energéticos y econdmicos. En el presente
trabajo, las NPs de ZnO/Ag se prepararon utilizando tecnologias limpias y respetuosas con
el medio ambiente. Las NPs de Ag se sintetizaron mediante extracto de cascara de naranja
(Citrus sinensis) durante la deposicion en NPs de ZnO. Ademas, también se prepararon
puntos de carbono econémicamente viables dopados con ferritas magnéticas para ver su
naturaleza antibacteriana y luego se compararon con ZnO. Todos los nanomateriales fueron
caracterizados por XRD, SEM-EDS, UV-Vis y espectroscopia de fluorescencia. Para los
estudios antibacterianos, las especies bacterianas utilizadas fueron las siguientes: Gram (+)
(S. aureus y B. cereus) y Gram (-) (E. coli y S. typhi). Los resultados muestran que ZnO y
ZnO dopado exhiben la mayor inhibicion del crecimiento celular seguido de ferritas

magnéticas dopadas y las ferritas magnéticas mostraban un valor mas bajo.



Abstract

The resistance of bacteria caused by antibiotics is one of the serious current problems in the
environment, especially in aquatic systems that alter the ecological balance. Antibiotic
residues are generated by the pharmaceutical industry, hospitals and people's habitual
medication that are leaking into the water system, thus generating bacterial resistance. For
this reason, advanced oxidation techniques such as chlorination, ozonation and catalytic
oxidation under ultraviolet light are being considered for the disinfection of pathogens in
wastewater. However, the above methods can also generate toxic waste through mutation
processes. Therefore, the development of a technique to disinfect or degrade the antibacterial
components is required. Catalytic materials at the nanoscale (1 to 100 nm) exhibit unique
physicochemical properties compared to bulk materials; in particular, metal oxides that
possess photocatalytic and antibacterial properties. For example, zinc oxide and magnetic
ferrites doped with other metals or non-metals have been shown to enhance photocatalytic
and antibacterial properties. However, there has been a concern about the formation of
products that are leached into the environment during nanoparticle synthesis. Therefore,
green chemistry methods are of increasing interest in the field to avoid these problems;
mainly, the use of plant extracts for the preparation of nanoparticles. This process does not
produce products that are harmful to the environment and also reduces energy and economic
costs. In the present work, the ZnO / Ag NPs were prepared using clean and environmentally
friendly technologies. Ag NPs were synthesized by orange peel extract (Citrus sinensis)
during deposition in ZnO NPs. Furthermore, economically viable carbon spots doped with
magnetic ferrites were also prepared for their antibacterial nature and then compared to ZnO.
All nanomaterials were characterized by XRD, SEM-EDS, UV-Vis, and fluorescence
spectroscopy. For antibacterial studies, the bacterial species used were the following: Gram
(+) (S. aureus and B. cereus) and Gram (-) (E. coli and S. typhi). The results show that doped
ZnO and ZnO exhibited the highest inhibition of cell growth followed by doped magnetic

ferrites and magnetic ferrites showed the lowest value.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Introduccion

La presencia de agentes antibacterianos en el ambiente provoca resistencia bacteriana,
principalmente las fuentes de abastecimiento de sistemas de agua potable, esto implica un
riesgo para la salud publica y ambiental. Los contaminantes emergentes como los farmacos,
son dificiles de eliminar debido a su baja concentracion y los tratamientos de aguas residuales
convencionales no son adecuados para eliminar por completo los farmacos, por lo tanto, sus
efluentes se descargan directamente en cuerpos de agua por lo que afectan la vida acuatica,
provocando un desequilibrio ecoldgico [1]. Entre estos fAirmacos, los antibidticos se usan
para inhibir bacterias, que liberados en el ambiente alteran consorcios microbianos en los
ecosistemas, afectando la salud ambiental [1, 2]. Por lo tanto, es indispensable un adecuado
tren de tratamiento de aguas residuales provenientes de divisas actividades. Los tratamientos
terciarios de desinfeccion para aguas residuales municipales son procesos especializados y
requiere nuevas tecnologias econdmicamente viables, entre estas tecnologias se encuentra la
nanotecnologia. Los nanomateriales se aplican en diversas areas incluyendo la purificacion
de agua y tratamiento de aguas residuales [3]. Diversas nanoparticulas (NPs) metalicas y de
oxidos metalicos poseen propiedades antibacteriales, capacidad de degradacion de estos
productos (antibacterianos) y se pueden considerar como una alternativa a tratamientos de
aguas residuales tradicionales [3, 4]. Nanoparticulas de plata (Ag NPs), nanoparticulas de
oxido de zinc (ZnO NPs), nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2 NPs), nanoparticulas de
oxido de cerio (Ce2O4NPs), exhiben propiedades antimicrobianas sin oxidacion fuerte y
tienen una menor tendencia a formar subproductos de desinfeccion toxica (DBPs, por sus
siglas en inglés) a diferencia de productos utilizados en tratamientos convencionales como
derivados de cloro y ozono [5]. Por otro lado, las membranas ceramicas, membranas
poliméricas, nanotubos de carbono, déxidos metalicos, membranas de nanocables y
nanoparticulas magnéticas permiten separar contaminantes del agua para tener una mejor
calidad de la misma [6]. Las NPs como adsorbentes 0 membranas de nanofiltracion permiten
esta separacion de contaminantes, mientras que los catalizadores permiten la degradacién de
los contaminantes presentes [7]. Muchas de las NPs metélicas se elaboran con reactivos
quimicos como borohidruro de sodio (NaBHa4) o hidruro de litio y de aluminio (LiAIH4), que

funcionan como agentes reductores. Estos compuestos, al combinarse en reacciones, generan



desechos quimicos que, al ser liberados en el ambiente, pueden causar dafios ambientales y
bioldgicos, principalmente por su contaminacion. Se han implementado métodos alternativos
de sintesis, tal es el caso de la sintesis verde. La sintesis verde consiste en la utilizacion de
recursos bioldgicos como son las plantas, las algas, los hongos, las bacterias y los virus para
producir nanomateriales para la obtencion de NPs, disminuyendo la toxicidad en desechos,
ademas de un costo bajo, una eficiencia energética alta y una baja huella de carbono [8]. Con
base en lo anterior, se propuso el desarrollo de un método terciario alternativo de desinfeccion
bacteriana en el tratamiento de aguas residuales, mediante la aplicacion de NPs de plata
soportadas en 6xido de zinc (Ag/ZnO NP) y ferritas (MFexO4, donde M=Fe, Co, Ni y Zn).
La fabricacion de las NPs propuestas consiste en métodos de “sintesis verde”. Los agentes
reductores son extractos vegetales, en este caso, extracto de hoja de albahaca morada
(Ocimum tenuiflorum) y extracto de cdscara de naranja (Citrus sinensis). Las pruebas
antibacterianas se haran por medio de ensayos cualitativos microbianos y el célculo de la

concentraciéon minima inhibitoria.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. Contaminacion del agua

El agua es un recurso indispensable para la vida, esencial para los seres vivos y para los
sistemas donde estos habitan. Esta comprende un 70 % de la superficie terrestre de la cual,
un 97 % pertenece a los océanos como agua salada, el restante es agua dulce, ésta se encuentra
en su mayoria en forma de hielo y una pequefia parte es utilizada para fines humanos. Por lo
tanto, un pequefio porcentaje del agua, se encuentra en procesos terrestres, atmosféricos y
bioldgicos [9]. El agua dulce aprovechada por los seres humanos, comprende menos del 30%,
en otras palabras, del agua presente en el mundo, solamente 0.77% es accesible al ser humano
[10]. Al ser cada vez més grande la poblacion mundial, la demanda de agua es, del mismo
modo, cada vez mayor. Sin embargo, las actividades humanas han generado problemas como
sobreexplotacién de este recurso y sobre todo su contaminacion. La contaminacion del agua
es la alteracion de un cuerpo de agua por la presencia de componentes quimicos, fisicos o
bioldgicos, los cuales causan un deterioro con respecto a un uso benéfico [11]. Las fuentes
de contaminacion pueden ser de dos tipos: puntuales y no puntuales. La fuentes puntuales
son las fuentes identificables, mientras que las fuentes no puntuales, son fuentes moviles o
que se distribuyen en un area geografica amplia [11]. Los contaminantes de tipo emergente,
no tienen una regulacion o monitoreo continuo y, por lo tanto, entran en contacto en el
ambiente generando problemas de salud y afectando vida silvestre. Contaminantes como los
medicamentos llegan a los cuerpos de agua contenidos en los residuos liquidos de tipo
municipal, agricola o industrial. Los medicamentos tienen ingredientes farmacéuticos
activos (API, por sus siglas en inglés) que, al liberarse al ambiente, principalmente a cuerpos
acuaticos, se clasifican como contaminantes emergentes ubicuos [12]. Los subproductos que
se forman a partir de este tipo de contaminantes emergentes son de preocupacion,
principalmente si son biol6gicamente activos o resistentes a la biodegradacién [13]. Las rutas
por las cuales se liberan API son por: i) excrecion de metabolitos activos y APl no
metabolizados, ii) API tipicos que se liberan al bafiarse o sudar y iii) la eliminacion
imprudente de restos de medicamentos no deseados. Su liberacion en ambientes acuaticos,

principalmente por alcantarillado, permite encontrarlos como contaminantes traza [14].
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Esquema 2.1. Contaminacion del agua por fuentes puntual y no puntual.

2.2. Contaminacién por antibioticos

Los antibioticos se encuentran en la lista de contaminantes emergentes de tipo farmacéutico
[12]. Se puede definir a los antibioticos como compuestos naturales, semisintéticos o
sintéticos con actividad antimicrobiana que se administran de manera oral, topica o parenteral
a humanos y animales. [15]. El uso excesivo de antibidticos, asi como un promotor del
crecimiento en medicina veterinaria da como resultado la introduccion de estos compuestos
al ambiente. La movilidad y persistencia de los antibidticos en el ambiente les permite, entre
otras cosas, llegar a aguas superficiales y subterraneas y, potencialmente a aguas potables,
detectandose en concentraciones variables de ng L™ a pg L™ [16]. La contaminacion por
antibioticos facilita el desarrollo y la propagacion de la resistencia a los antibidticos entre las
bacterias, ademas, la interaccion de metales y otros biocidas con los antibidticos en efluentes
industriales incrementa la resistencia bacteriana. La eliminacion de antibioticos a traves de
diferentes procesos de tratamiento de aguas residuales no es del todo eficiente, lo que
conlleva a la aparicion, transporte y diseminacion de la resistencia a los antibioticos [16, 17].
En general, los antibidticos conducen a una presion selectiva sobre las bacterias del agua e
inducen la formacion de las bacterias resistentes a los antibidticos, reduciendo su potencial

terapéutico contra patdgenos humanos y animales [18].
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Esquema 2.2. Contaminacién del agua por contaminantes emergentes: antibioticos.

2.3. Bacterias patogenas

2.3.1. Caracteristicas de las bacterias

De la gran variedad de microorganismos, las bacterias llaman la atencion debido a su
capacidad de formar colonias, principalmente en forma de biopeliculas, y éstas se asocian a
riesgos por infecciones. Se puede clasificar a las bacterias por su morfologia, habiendo tres
grupos principales: esferas (cocos), bastones (bacilos) y espirales (espirilla) [19]. Otra
manera de clasificar a las bacterias es por la técnica de tincion de Gram, la cual permite
clasificar varias caracteristicas de las bacterias por la composicion de sus paredes celulares.
Estos grupos son Gram positiva (+) y Gram negativa (-) (figura 2.1). Las baterias Gram (+)
poseen una pared celular gruesa (20 a 80 nm) como capa externa de la célula, mientras que,
las bacterias Gram (-) poseen una pared relativamente delgada (<10 nm), con una membrana
externa adicional con varios poros y apéndices. Estas diferencias en la envoltura celular
confieren diferentes propiedades a la célula, en particular respuestas a tensiones externas,

incluido el calor, la radiacion UV vy los antibidticos [20].



Tabla 2. Clasificaciones de bacterias.

Clasificacion de bacterias

Por morfologia e Cocos: en forma de esferas.
e Bacilos: en forma de bastones.

e Espirilla: en forma de espirales.

Por tipo de pared celular e Gram positiva (Gram +): pared
celular gruesa (20 a 80 nm).

e Gram negativa (Gram -): pared

celular delgada con una membrana

externa adicional (<10 nm).

Las bacterias patdgenas, son capaces de causar dafio a sus huéspedes, y han permitido una
adaptacion por parte del huésped, sin embargo, este equilibrio, actualmente se ve
obstaculizado. A la mayoria de los patdgenos bacterianos actuales, se le considera emergente,
en otras palabras, tiene resistencia a la presencia de multiples farmacos, entre ellos los
antibidticos. Se reconocen bacterias presentes en el ambiente que son causantes de
infecciones nosocomiales, principalmente. Algunos de estos patdgenos son: Gram (-) como
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., y Gram (+)
como Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis y Streptococcus pneumonia [21, 22].
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Figura 2.1. Diferencias entre paredes celulares de bacterias Gram positivas y Gram negativas
[19]

2.3.2. Las bacterias resistentes a los antibidticos
Las bacterias resistentes a los antibioticos (ARB) generan principalmente dos tipos de
resistencia: resistencia intrinseca y resistencia adquirida. La resistencia intrinseca es un rasgo
que se da de forma natural en los organismos, mientras que la resistencia adquirida se da por
la evolucidn de bacterias sensibles a bacterias resistentes [23]. En presencia de antibioticos,
las bacterias sufren mutaciones espontaneas en su ADN, especificamente, en regiones
criticas de los genes que codifican las proteinas o enzimas diana del firmaco que dan lugar
al desarrollo de resistencia a los farmacos [24]. Los niveles no toxicos de antibidticos dentro
de la célula, asi como la modificacion o degradacion de los antibidticos son también,
mecanismos por los cuales las bacterias generan resistencia. Estos mecanismos de resistencia
pueden surgir a través de mutaciones de genes cromosomicos y la adquisicion de genes
resistentes a los antibioticos (ARG) de otras cepas de la misma especie o diferentes, en un
proceso conocido como transferencia horizontal de genes (HGT, por sus siglas en inglés)
[25]. La HGT ocurre por tres mecanismos diferentes entre ARB y bacterias autoctonas de
ambientes acuaticos: i1) la conjuncion se da cuando hay un contacto entre bacterias, ii) la

transformacion se da cuando se liberan genes en el ambiente y otras bacterias los toman (esto



se da con mayor frecuencia) y iii) la transduccion se da cuando los virus llevan material
genético de ARB a bacterias no resistentes (figura 2.2) [26]. Incluso, las especies microbianas
no patdgenas desarrollan resistencia a antibidticos debido a la HGT y sirven como reservorio
ecologico para bacterias patdégenas. Esta adquisicion de ARG por captacion de ADN desnudo
y elementos genéticos moviles permiten incluso, transferir multiples ARG entre bacterias,
como Staphylococcus aureus resistente a la meticilina [27]. Ademads, la supervivencia
microbiana a los tratamientos de antibidticos puede persistir ain si no hubo mutaciones

genéticas, en un procesos llamado tolerancia colectiva los antibioticos [28].

La aparicion de ARB en distintos ambientes, principalmente los cuerpos acuaticos, implican
un riesgo para la salud publica y ambiental. Los contaminantes emergentes como los
farmacos y productos de limpieza personal, son dificiles de eliminar. El nimero de ARB ha
aumentado en los ultimos afios, mientras que la generacion de antibidticos se ha estancado,
especialmente para las infecciones dadas por bacterias Gram negativa [29]. La OMS
especifico que los ARB son un riesgo para la medicina moderna, ya que, bacterias comunes
desarrollan resistencia que causa una gran gama de enfermedades en humanos y animales,
ademas, las ARB son posiblemente el mayor riesgo para la salud humana, principalmente por
la globalizacion y migracion que propagaria enfermedades derivadas de las ARB [30, 31].
La OMS enlist6 12 grupos de bacterias, clasificdndolas en tres categorias (prioridad critica,
alta y media), de las cuales, Staphylococcus aureus y Escherichia coli se encuentran en

prioridad alta, causando infecciones en hospitales y comunidades [29, 32].

La colonizacion de ARB en el cuerpo humano se debe a dos principales medios, la ingestion
y la acumulacion en heridas o mucosas. La ingesta de agua contaminada por ARB,
antibioticos o ARG que pudieran estar presentes en el agua potable, entran al cuerpo y
aumentan el crecimiento bacteriano del estdbmago, pero no se ha demostrado un aumento en
la tasa de infecciones. La exposicion por transmision a través de la piel desgastada, las heridas
0 mucosas en terapias con antibioticos o dispositivos, asi como los bafios con agua
contaminada son de mayor riesgo [33, 34]. En el caso de los ambientes acudticos, reciben
ARB, ARG o antibioticos por medio de medicamentos de plantas de tratamiento de aguas
residuales municipales, actividades de acuicultura, por uso de medicina veterinaria e

instalaciones de produccion de antibidticos [35]
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Figura 2.2. Posibles vias de transferencia de ARG a los patdgenos humanos. Las ARG se
descargan en ambientes acudticos a través del drenaje, las aguas residuales tratadas y los
desechos solidos de las granjas de ganado. La HGT puede ocurrir entre ARB y bacterias
autdctonas por tres mecanismos principales: conjugacion, transformacion y transduccion
[26].

Los sistemas regulatorios sobre contaminantes farmacéuticos no tienen en cuenta la
resistencia bacteriana, sin embargo, se han usado algunas mediciones para identificar
concentraciones ambientales cercanas o inferiores a la concentracion minima inhibitoria
(MIC, por sus siglas en inglés) de ciertos antibidticos [36]. Las preocupaciones sobre los
riesgos ambientales que traigan consigo la resistencia bacteriana y demds productos
farmacéuticos ha dado lugar a que se realicen evaluaciones de riegos ambientales, que
incluyen pruebas ecotoxicologicas con diferentes organismos como invertebrados, plantas y
peces, asi como la determinacion de efectos sobre el recambio de carbono y nitrégeno en los
sedimentos [35]. Una manera de disminuir la concentracion de los antibioticos es mediante
el control y monitoreo directo de una de las fuentes principales que son las industrias
farmacéuticas. Sin embargo, el problema no solo se encuentra aqui, ya que su uso extendido
por toda la poblacion, hace que la regulacion de estos contaminantes sea dificil y costoso.

Las obras de tratamiento de agua tienen el proposito de reducir los contaminantes del agua,
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en este caso, reducir los componentes quimicos de los antibioticos, asi como los patdégenos

presentes.

2.3.3. Bacterias de interés

Staphylococcus aureus: pertenece al género estafilococo. S. aureus tiene una forma cocoide
esférica, presentandose como cadenas cortas o agrupaciones en forma de uva. S. aureus es
una bacteria de tipo Gram (+) y aerobia facultativa. Presente en el ambiente, se puede
encontrar en el aire, el polvo, las aguas residuales, el agua, las superficies ambientales, los
seres humanos y los animales. Esta bacteria llama la atencion debido a su continua resistencia
a distintos farmacos. Su desarrollo de resistencia a los antibioticos se debe principalmente a
la HGT, esto se debe a la modificacién e inactivacion enzimatica del farmaco o a la
modificacion enzimatica de la union al farmaco. Las bacterias S. aureus son asociadas
comunmente a sintomas como nauseas, vomito, dolor abdominal, diarrea, escalofrios, dolor
general. En casos graves, se presentan cefalea, postracion y en casos raros, la muerte, sobre

todo en personas susceptibles a la deshidratacién, como nifios y ancianos[37, 38].

Bacillus cereus: Esta bacteria comprende siete especies estrechamente relacionadas. B.
cereus es una bacteria de tipo Gram (+) de gran tamafio, con forma de baston, formadora de
endosporas. Las bacterias B. cereus se encuentran en materia organica en descomposicion,
aguas marinas y dulces, asi como en microbiota intestinal de varios animales, lo que lleva a
contaminar suelos y con ello, los alimentos, lo que lleva a una colonizacion transitoria del
intestino humano. Las bacterias B. cereus son asociadas con diversas enfermedades como
infecciones bucales, trastornos gastrointestinales, infecciones dérmicas, absceso hepatico,
neumonia, entre otras; incluso pueden contribuira la virulencia debido a factores citotdxicos
[39].

Escherichia coli: Es una bacteria Gram (-) con forma de baston, miembro de la familia de
las Enterobacteriaceae, anaerobia facultativa, una gran familia que también incluye
Salmonella. Es un patdégeno coman, indicador fecal, sugerido por la OMS. Se le asocia a
diversas enfermedades, generalmente agrupadas por tres familias: (1) cepas asociadas a
enfermedades intestinales, como la diarrea, (2) cepas comensales, residentes en el tracto
gastrointestinal, este tipo de cepas son inofensivas para la salud y (3) cepas causantes de

enfermedades fuera del tracto intestinal. La mayoria de las bacterias de E. coli son
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inofensivas, pero algunas causan enfermedades como diarrea, vomito, fiebre alta, calambre

de estomago e infecciones urinarias [40, 41].

Salmonella typhi: La Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) pertenece a las bacterias
Gram (-), es anaerobia facultativa y tiene forma de baston. S. Typhi, es una bacteria
restringida que afecta a humanos y primates, estrechamente relacionados a los humanos. S.
Typhi es un patégeno comun que causa enfermedades, que se presentan de 1 a 3 dias después
de la infeccion y pueden durar de 7 a 14 dias. El resfriado comun, el vomito y dolores
abdominales son sintomas asociados a la Salmonella. La tifoidea es una enfermedad causada
por esta bacteria, provoca dafio a largo plazo, se aloja en la vesicula biliar, y asi, a lo largo
de varias décadas alojada en el organismo, se excreta y se aloja en nuevos organismos. Esta
bacteria, ademas de ser resistente a los antibioticos, es resistente a multiples farmacos y esto
conduce a enfermedades transmitidas principalmente por alimentos con tratamientos cada

vez menos efectivos [41-43].

2.4. Tratamiento de aguas residuales

La urgente necesidad del acceso al agua, asi como su saneamiento e higiene depende en parte
de la calidad e infraestructura con que se cuente para tratarla. Paralelamente, el agua residual
que se genera ha ido en aumento, por lo tanto, se necesitan mas tecnologias de tratamiento
para proteger la calidad de los recursos hidricos [44]. Asi pues, las aguas residuales deben
Ilevar una gestion de tratamiento adecuada y de esta manera, regresarla a cuerpos de agua o
implementarla para uso recreativo. Las plantas de tratamiento de agua tienen un papel
importante en la proteccion del ambiente y la salud publica pues eliminan agentes
contaminantes quimicos y bioldgicos. Sin embargo, la gestion de los residuos, principalmente
municipales, en muchos paises supone peligros para la salud humana y el ambiente, debido
a su almacenamiento, tratamiento y eliminacion [45]. Se sabe que el manejo inadecuado de
las plantas tratadoras de agua puede traer consigo problemas de salud puablica, asi como
problemas ecoldgicos severos. Esto desencadena en diversas enfermedades transmitidas por
el agua que afectan tanto la salud humana, vida acuatica y vida silvestre [46]. Las estrategias
de saneamiento tradicionales consisten en la implementacion de sistemas de recoleccion de
alcantarillado y plantas de tratamiento de aguas residuales centralizadas convencionales. Este

tratamiento convencional de aguas residuales comprende la combinacion de etapas y
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procesos con operaciones fisicas, quimicas y biolégicas que permiten eliminar solidos,
materia organica y nutrientes de las aguas residuales [47]. La configuracion convencional de
tratamiento consiste en: un pretratamiento, seguido de tratamiento primario y tratamiento
biolégico, normalmente de lodos activados y si es requerido, un tratamiento terciario o

avanzado (Esquema 2.3).
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Esquema 2.3. Tratamiento general de aguas residuales.

Los tratamientos de agua se centran en la eliminacién principal de carbono, fosfato y
nitrégeno, con baja importancia para contaminantes de tipo microbioldgico, por lo tanto, las
PTAR no estan disefiadas para eliminar ARG de las aguas residuales, donde ademas de ARB,
se encuentran microbiotas humanos y microcosmos bacterianos, que facilitan la HGT. Las
aguas tratadas usadas como agua potable o de uso recreativo, contienen bacterias que son un
riesgo, por ejemplo, Escherichia coli y enterococos, que son indicadores fecales, o
estafilococos que son colonizadores de la piel y membranas mucosas de humanos y animales
[48]. Ademas de las técnicas de tratamiento de tipo convencional fisicoquimicas y biologico
para la reduccién de contaminantes organicos, se utilizan técnicas avanzadas con el fin de
remover contaminantes de los tipos farmacéuticos y microbiologicos. Se ha informado que
los proceso convencionales (coagulacion/floculacion, sedimentacion y filtracion en lechos
de arena) tienen mayor impacto en la reducciéon de ARG que los tratamientos avanzados
(como cloracion u ozonizacion) [49]. Sin embargo, para alcanzar la meta de purificacion de
aguas residuales se pueden utilizar la cloracion, sistemas de membranas, procesos de
oxidacioén avanzada (ozonizacidn, irradiacion UV, foto Fenton y fotocatalisis) [48, 50]. A
pesar de que el proceso de saneamiento ha servido bien en el tratamiento y descarga de agua,
y para la proteccion de la salud publica y calidad del agua, sus gastos energéticos y de
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recursos han sido una preocupacion, ademas, la formacion de subproductos tdxicos en la

desinfeccion de efluentes se agregan a esta problematica [51].

2.4.1. ARB en el tratamiento de aguas residuales

Las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) reciben aguas residuales de diferentes
fuentes, asi como bacterias de diferentes entornos, el ambiente generado permite la
interaccion e intercambio de genes entre bacterias. Por lo tanto, las PTAR pueden actuar
como depositos y proveedores ambientales de resistencia a los antibidticos, de igual forma,
son posibles puntos de propagacion y deposito de genes de resistencia (ARG) a los
antibidticos en especies bacterianas en el proceso de HGT. Las PTAR permiten una
comunicacion entre el medio ambiente y la sociedad humana, ya que las aguas provenientes
de los hogares, de los hospitales y diferentes industrias (principalmente farmaceéuticas,
ganaderas y agricolas) permiten ARB y ARG selectiva antes de que los efluentes sean
liberados en el ambiente [49]. La interaccion entre bacterias ndmadas de las PTAR y
patégenos humanos en aguas residuales, permite HGT donde los ARG dan resistencia a
bacterias a distintos antibioticos. Los antibidticos y los ARG también pueden ser absorbidos
por las plantas en el agroecosistema a través de la reutilizacion de aguas residuales, causando

posibles exposiciones a humanos y animales [52].

Se ha demostrado que hay acumulacién y selectividad de ARG en cuerpos de agua como
sedientos de rios, lagunas, asi como en sedimentos de PTAR debido a la presencia de
medicamentos antimicrobianos. La presencia de antibiéticos y el contacto con otros
contaminantes quimicos en las aguas residuales, propician el mejoramiento de ARG, ademas
de mejorar la reproduccion de los vectores de resistencia dentro de los ARB y posiblemente
estimular el intercambio horizontal de genes de resistencia [53]. Aunque se pueden eliminar
en gran medida los ARG que permiten ARB, la falta de métodos adecuados para la
evaluacion de HGT dificulta la comprension de trasferencia de ARG entre bacterias, y por lo
tanto mejorar los disefios de PTAR [54].

2.4.2. Tratamientos bioldgicos
Las plantas de tratamiento biolégico de aguas residuales son sistemas con grandes
variaciones en sus caudales y concentraciones de alimentacion [55]. Su funcidn se basa en

reducir la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) en las aguas residuales. Se utilizan
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microorganismos en las aguas residuales que se alimentan de la materia organica disuelta, ya
sea en condiciones aerobias 0 anaerobias, la convierten en masa celular que se precipita en
un tanque sedimentador o se retiene como lodo activado en superficies solidas del sistema
[56]. A diferencia de tratamientos fisicos o0 quimicos que demandan una gran cantidad de
energia, son costosos y requieren pasos adicionales para regenerar los adsorbentes y / o
descomponer los subproductos, los tratamientos bioldgicos de aguas residuales requieren un
menor costo al igual que la energia necesaria para operar [57]. El tipo de microorganismos
presentes en este tipo de tratamiento depende en gran medida del tipo de efluente entrante,
debido a su contenido de DBO, demanda quimica de oxigeno (DQO), presencia toxica, y
deméas pardmetros, asi como las condiciones operativas de la PTAR [58]. Muchas veces,
debido a la calidad compleja del agua residual, se combinan sistemas bioldgicos aerobios y
anaerobios para mejorar la calidad del efluente final. Esta combinacion permite un mayor
porcentaje de eliminacién de ARB y ARG del efluente, ya que se ha reportado que, en
condiciones anaerobias, el nimero de ARG que permite ARB es menor que en condiciones
aerobias [59]. En general, la disminucion de bacterias en PTAR bioldgicas, permite un
rendimiento adecuado en la eliminacion de ARB. Sin embargo, las tecnologias
convencionales en el tratamiento biolégico de aguas residuales para la eliminacion de
productos toxicos como los antibidticos no son del todo eficiente y solo transfieren los
compuestos quimicos de una fase a otra en lugar de eliminarlos, por ejemplo, los filtros
bioldgicos que filtran de manera eficiente elementos organicos con mejor costo que lo haria
un método fisicoquimico, pero no elimina ARB y ARG [60, 61]. Por otro lado, las PTAR
convencionales municipales estan disefiadas para eliminar en gran medida, componentes
orgénicos biodegradables y facilmente removibles de las aguas residuales [62]. Sin
mencionar que, en muchas ocasiones, los microrganismos encargados de consumir la materia
organica necesitan, en un inicio, adaptarse a las condiciones de los contaminantes. Por lo
tanto, se requieren tratamientos terciarios para la eliminacion de contaminantes traza, asi
como ARG y ARB del efluente.
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Esquema 2.4. Ejemplos de los tipos de tratamientos bioldgicos.

2.4.3. Tratamientos terciarios

Los tratamientos terciarios son tratamientos adicionales requeridos para eliminar sustancias
suspendidas y disueltas que el tratamiento secundario no pudo eliminar. Consisten en
tratamientos fisicos, quimicos o bioldgicos, entre ellos se encuentran los procesos de
adsorcion fisica y oxidacion quimica se aplican cominmente debido a su alta eficiencia de
eliminacién y operacion simple [56]. Sin embargo, estos métodos son costosos, ademas de
ser necesarias evaluaciones coherentes para demostrar la efectividad de reduccion de
contaminantes microbioldgicos. Por ejemplo, la 0zonizacién como tratamiento avanzado, se
encarga de eliminar micro contaminantes organicos, también se considera adecuado para
desactivar bacterias mediante la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés); sin embargo, a pesar de eliminar hasta en un 99% gran cantidad de ARG y
ARB, su eficiencia para eliminar contaminantes microbiologicos se reduce a 80%, siendo
que se requiere de un 99% de remocion para evitar un nuevo crecimiento posterior de ARB
[63]. El uso de radiacion UV es eficaz para dafiar el ADN y ARN, asi como inactivar células
en microorganismos, es usada también, ya que genera pocos subproductos de desinfeccion,
pero gracias a la radiacion generada, se acelera la HGT, gracias a elementos moviles

genéticos, lo cual permite la proliferacion de ARB vy la alteracion de los habitats acuaticos,
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por ejemplo, se ha registrado resistencia por parte de ARB resistentes a la tetraciclina después
del tratamiento con radiacién UV, ademas, su eficiencia de reduccién es baja, siendo menor
a 70% [63-65]. El método de oxidacion avanzada es una tecnologia efectiva para eliminar
ARG, pero de costo elevado, mientras que la coagulacion/floculacién quimica también
demanda un coso elevado, en comparacion con ozonizacion, irradiacion UV o cloracion [66].
La cloracion es capaz de reducir en mayor porcentaje ARG y ARB ya que altera una variedad
de componentes subcelulares y procesos metabdlicos, es uno de los métodos mas usados para
la desinfeccion del agua después de un tratamiento secundario, pero su grado de efectividad
depende de la concentracion a la que se use, siendo que a mayor concentracion, mayor
efectividad, sin embargo, si en el agua se productos quimicos a base de nitrégeno, bromuro
o0 yodo el cloro se puede mezclar y formar subproductos de desinfeccién, muchos de ellos
cancerigenos [67, 68]. Los procesos de oxidacion avanzada involucran agentes quimicos (por
ejemplo, metales, peroxido de hidrogeno o semiconductores) y fuentes de energia auxiliar
como luz UV o luz solar. Algunos ejemplos son: reaccion de Fenton, H20/ TiO2/luz del sol,
y UV/H20; son alternativas a los procesos de desinfeccion comunes (UV, de cloro y
0zono)[69]. Sin embargo, no hay estudios suficientes que permitan evaluar la eficiencia de
estos métodos ante ARG y ARB. Los sistemas de membranas de filtracion que incluyen
ultrafiltracion, nanofiltracion y 6smosis inversa utilizan un medio poroso para separar y
eliminar contaminantes para obtener agua de grado purificada [70, 71]. En el caso de la
O0smosis inversa, ésta es capaz de eliminar minerales disueltos en un 99% y organicos e
ingredientes y sustancias coloidales en un 97% [72]. En general, estos sistemas de filtracion,
eliminan contaminantes organicos, metales pesados, pero son sensibles a depdsitos
biol6gicos, ademas de que se pueden obstruir por sales minerales, por lo tanto se necesita
combinar estos procesos para mejorar su eficiencia, filtrar mayor cantidad de agua en tiempos
reducidos pero algunos inconvenientes son el mantenimiento por obstruccion, su costo
relativamente elevado [73]. El uso de la nanotecnologia permite la flexibilidad de combinar
tecnologias como fotocatéalisis y nanofiltracion para eliminar contaminantes en tratamientos
avanzados al agregar nanomateriales con propiedades antibacterianas, por lo tanto es una
alternativa a los métodos de desinfeccidn tradicionales [74]. Sin embargo, faltan mas estudios
acerca de su perduracién en distintos ecosistemas y el efecto nocivo que pueda tener sobre

estos a largo plazo.
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Esquema 2.5. (a) seguimiento de tratamiento de agua tratada en un proceso avanzado y; (b)
procesos usados en tratamientos avanzados.

2.5. Nanociencias y nanotecnologia

La nanociencia y la nanotecnologia se basan en la manipulacién de d&tomos y moléculas
individuales para conformar materiales a escala nanométrica (escala conferida de 1 a 100
nm) en una o varias de sus dimensiones, habiendo nanomateriales en forma tridimensional o
lineal (OD y 1D) y figuras geométricas o peliculas delgadas (2D y 3D) (figura 2.2), y se
forman a partir de un dominio interdisciplinario y emergente que abarca la fisica, la quimica,
la biologia, ciencia de materiales, entre otros [75-77]. La palabra nano es un prefijo griego
que denota una escala a una milmillonésima parte de un metro (1x10° m). A partir de esto,
se define a la nanociencia como aquella ciencia que estudia los fendmenos, las propiedades
y las respuestas de los materiales a escalas atdbmica, molecular y macromolecular, mientras
qgue la nanotecnologia disefia, manipula, construye, produce y la aplica a estructuras,
dispositivos y sistemas con tamarios inferiores a 100 nm [78]. La nanotecnologia, gracias a
las diversas aplicaciones que pudiera tener, se le ha tratado de dar una definicion mas acertada

y precisa para poder normalizar y regularla. Varios organismos interesados en este campo
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como la Unién Europea o la ISO han consensado definiciones a la nanotecnologia y los
nanomateriales. De acuerdo con la definicidn del comité técnico sobre nanotecnologia de la
ISO / TC229, la nanotecnologia aplica el conocimiento cientifico para manipular y controlar
la materia predominantemente en la nanoescala para utilizar el tamafio, las propiedades y
fendmenos dependientes de la estructura, distintos de los asociados con atomos individuales
o moléculas, o la extrapolacion forma tamafios mas grandes del mismo material, mientras
que los nanomateriales son con cualquier dimension externa en la nanoescala o con una

estructura interna o estructura de superficie en la nanoescala [79].
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Esferas Tubos o fibras delgadas interconectadas

Figura 2.3. Dimensiones presentes en los nanomateriales.

La sintesis de nanomateriales se lleva cabo por métodos fisicos como molienda, ablacion
laser, deposicién por vapores quimicos; por métodos quimicos como sol-gel, solvotermal,
coprecipitacion y por reduccion; y actualmente, por métodos biol6gicos utilizando
precursores bioldgicos por biorreduccion [80]. La sintesis de nanomateriales llevada a cabo
por métodos fisicos genera residuos abundantes y, por ende, resulta ser mas costoso, mientras
gue por métodos quimicos resulta en el uso de estabilizadores organicos, estabilizadores y
agentes reductores que resultan toxicos o no compatibles con el ambiente, ademas de costoso
[81, 82]. A partir de la fabricacion de nanomateriales se pueden obtener nanoestructuras,
nanocompuestos, agregados de nanoparticulas, nanosensores, y recubrimientos. Sus
aplicaciones estan presentes, por ejemplo, en la energia edlica, donde nanotubos de carbono
forman parte de matrices poliméricas de turbinas eodlicas; en medicina, distintos tipos de
nanoparticulas metélicas son usadas para liberacion de medicamentos en células o tejidos
especificos; nanosensores a partir de nanoparticulas de oro (Au NPs) para deteccion de

patdgenos transmitidos por alimentos [83-85]. Ya que la sintesis por métodos fisicos y
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quimicos tienden a ser costosas Yy utilizan productos quimicos peligrosos perjudiciales para
el medio ambiente, la sintesis por métodos bioldgicos ofrece procesos amigables con el
ambiente y con menos gasto de energia [86]. Con la creciente produccién y aplicacion de los
nanomateriales, también lo ha hecho el interés ambiental y biolégico por su produccion, con
esto, la intension de disminuir formulaciones con compuestos toxicos durante su sintesis

usando métodos bioldgicos para la sintesis de nanomateriales.

2.6. Nanotecnologia verde

En las Gltimas décadas, gracias a las diversas propiedades de los materiales a nanoescala, la
nanotecnologia ha producido nanomateriales en diversos campos de aplicacion, como en
medicina con nanomateriales antimicrobianos o en &reas de remediacion ambiental con
sensores de deteccion de gases. Y aunque los nanomateriales tienen muchas aplicaciones al
dia de hoy, su produccién historica esta acompafiada de produccién de subproductos
contaminantes y de costos elevados. Es por esto que la nanotecnologia actualmente se esta
apoyando en sintesis bioldgica, en otras palabras, en métodos de sintesis verde para reducir
costos, energia y mejorar la sostenibilidad ambiental de los procesos de fabricacion, a modo
de minimizar posible riesgo ambiental en la sintesis convencional de nanomateriales [87].
Por ende, surge la nanotecnologia verde, la cual se refiere al uso de la nanotecnologia que
apunta al desarrollo de tecnologias limpias para minimizar los riesgos ambientales
potenciales y de la salud humana y, en este aspecto, se puede referir a ella como la evolucion
natural de la nanotecnologia, impulsada precisamente por el enfoque al desarrollo sostenible
[88]. A la nanotecnologia verde se le puede interpretar de dos formas, primero como la
implantacidn de procesos de origen biolégico; segundo, llevando la nanotecnologia a topicos
como que abarquen el domino de la tecnologia ambiental como remediacion ambiental,

proteccion del medio ambiente y monitoreo ambiental [88].
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Esquema 2.5. Nanotecnologia verde en aplicacion de remediacion ambiental

Tomando en cuenta los sistemas bioldgicos como pequefias fabricas con mecanismos
eficientes, se pueden implementar o imitar dichos mecanismos en la fabricacion de
nanomateriales. Estos sistemas biologicos aplicados en sintesis de nanomateriales
proporcionan procesos a partir de mecanismos utilizados en la naturaleza teniendo como
resultado métodos mas ecologicos, eficientes energéticamente, rentables y biocompatibles.
En este enfoque bioldgico, se utilizan plantas y microorganismos como virus, bacterias,

hongos y algas para la sintesis de nanomateriales [89-91].

2.6.1. Uso de plantas en la sintesis de nanoparticulas metélicas

La sintesis de nanomateriales a partir de recursos biologicos es amplia y de facil obtencion.
Al recurrir a metodologias donde se implementen sintesis verdes y al tomar en cuenta
facilidad de procedimientos y costos, la eleccidon de recursos bioldgicos de tipo vegetales
presenta ventajas, principalmente en tiempo con respecto al uso de otro tipo de recursos
bioldgicos, es decir, al implementar metodologias usando partes de plantas, su obtenciéon se

hace en una serie de pocos pasos comparada con, por ejemplo, bacterias u hongos, donde el
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procedimiento suele ser mas tardado debido al aislamiento de microrganismos potenciales, 0
condiciones especiales de preparacion de cultivos para llevar acabo la sintesis [92]. La facil
disposicion y gran diversidad, asi como la viabilidad econémica de entidades vegetales,
permite la obtencion de NPs de metales y 6xidos metalicos con procedimientos ecoldgicos y
las ventajas de rentabilidad, metodologias simples de sintesis y ahorro de energia ya que las
reacciones pueden ocurrir a temperatura ambiente y presion atmosférica [93]. La sintesis de
NPs a partir de plantas, también llamada sintesis por quimica verde o Fitonanotecnologia, se
puede clasificar en tres meétodos, extracelular, intracelular y a través de fitoquimicos
(esquema 2.5) [94]. EI método extracelular implica el uso de extractos vegetales como
materia prima en la sintesis de NPs. En el caso del método intracelular para sintetizar NPs,
se llevan a cabo reacciones enzimaticas dentro de células de tejidos vegetales en distintas
partes de una planta, después de esto, se rompen los tejidos vegetales para recuperar las NPs.
El método fitoquimico implica conocer los componentes exactos (fitoquimicos requeridos)
de una parte vegetal para llevar a cabo las reacciones requeridas para obtener las NPs, sin
embargo, suele ser un método poco comun. De los tres métodos, el método extracelular es
mas accesible economicamente y sencillo metodologicamente. Entonces, con el método
extracelular la sintesis se lleva a cabo con la ayuda de agentes reductores y estabilizadores
provenientes de extractos vegetales (figura 2.4) obtenidos a partir partes de plantas como
raices, tallos, flores, hojas, frutas, tubérculos, savia, etc., los cuales permiten obtener NPs,
manteniendo su estabilidad, biocompatibilidad y diversas morfologias modificando

parametros de pH, temperatura y presion [95, 96].

A grandes rasgos, los extractos vegetales se componen de fitoquimicos o biomoléculas y
metabolitos secundarios como acido fendlico, flavonoides, alcaloides, terpenoides, esteroles,
saponinas, glucosa, fructosa, acido ascérbico, alcoholes, acidos carboxilicos, amino acidos,
proteinas, enzimas, etc. encargados de reacciones de reduccion, ademas proporcionan
agentes estabilizadores y agentes de proteccion para la sintesis de NPs nanomateriales

(principalmente NPs de metales y 6xidos metalicos) en masa [90, 97].

23



4 3 r N
Plantas vivas + sal
Intraceluar metalica en disolucion
L » \ »
4 N 4 N
A : ; +
Metodos de sintesis de] Extracelular Ethrgllc;[r?:t\é(fi%:t?r?S
NP a partir de plantas - o
P P L ) . disolucién )
( ) f Fitoquimicos )
— Fitoquimicos individuales + sal
L ) . metélica en disolucion )
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Figura 2.4. Sintesis verde de NPs a partir de extractos vegetales.

Varios tipos de NPs metélicas y de 6xidos metalicos se han preparado con éxito a partir de
extractos vegetales comunes y exoéticos que funcionan como agentes reductores y
estabilizadores con diferentes morfologias y en diversas actividades como aplicaciones

antibacterianas, fotocatalizadores y en el tratamiento de aguas residuales (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Extractos de plantas para formacion de las nanoparticulas y sus aplicaciones.

Planta Parte de NPs Tamafio Forma  Aplicacion Ref.
la planta (nm)
Camellia Hojas Niquel 43.87- Esférica  Fotocatalisis [98]
sinensis 48.76
Cinnamomum Corteza  Manganes 50-100 Esférica  Antibacteriano y [99]
verum 0 fotocatélisis
Citrus limetta  Cascara  Plata ~38 Esférica  Antibacteriano  [100]
de fruta
Citrus sinensis Bagazo  Plata 19.1 + Esférica ---- [101]
4.7
Dalbergia Raices Oro ~10.5 Esférica  Catalisis [102]
coromandelia
na
Mangifera Hojas Hierro 100-150 Esférica  Tratamiento de [103]
indica, aguas residuales
Murraya
koenigii,
Azadiracta
indica,
Magnolia
champaca
Mimusops Hojas Plata 10-30 Esférica  Multiples [104]
coriacea aplicaciones
Mentha Hojas Oxido de 20-70  ----- Optoeléctrica [105]
spicata zinc
Nephelium Cascara  Plata 132.6 £ triangulo Para productos [106]
lappaceum de fruta 42 , en biomedicinay
triangulo  nanotecnologia
truncado  en la industria
y
hexagon
al
Ocimum Hojas Oxido de 11-25 Diversas [107]
tenuiflorum zinc aplicaciones
industriales
Pistacia Hojas y Oro 50-60 Diferente Antibacteriano,  [108]
atlantica frutos sformas antioxidante y
citotoxico
Punica Semillas  Cobre 40-80 Semiesfé Fotocatalisis [109]
granatum rica
Punica Semillas  Platino 16-23 Esferica  Catalisis en [110]
granatum tratamiento  de
agua

agroindustrial

25



Quercus Cascara  Plata ~40 Esférica  Tratamiento [111]

(Roble) de fruta ] contra el cancer
Stevia Hojas Oxido de 10-90 Rectangu Eficiencia [112]
zinc lar biomédica

2.7. Nanotecnologia en el tratamiento de aguas residuales

Actualmente, la implementacion de la nanotecnologia en campos de remediacion ambiental
es atractiva debido a que cumple con los requisitos de deteccion y remocidn de contaminantes
al mismo tiempo que, debido a los métodos actuales de sintesis por quimica verde, es
econdémicamente viable y se requieren bajos costos energéticos. La nanotecnologia como
una fuente de tecnologia emergente, implementa distintos materiales a nanoescala, tanto
metalicos como no metélicos para hacer frente a contaminantes ambientales, entre estos los
contaminantes emergentes (como trazas de antibioticos y ARB) presentes en las PTAR [113,
114]. Los nanomateriales empleados van desde sensores de deteccion de contaminantes,
fotocatalizadores, membranas de filtracién y adsorcion, ademas de desinfeccién microbiana.
Ejemplo de las aplicaciones de la nanotecnologia en el tratamiento de agua son:
implementacion de dioxido de titanio (TiO2) y nanotubos de carbono con propiedades
fotocataliticas para la degradacion de cafeina y acido acetilsalicilicos en ambientes acuaticos
[113]; el uso de nanotubos de carbono y grafeno como adsorbentes de metales pesados en
agua [115]; implementacion de grafeno, fulerenos y nanotubos de carbono en matrices
inmovilizadoras de enzimas para degradacién de colorantes en aguas residuales textiles [116]
y; aplicacion de membranas de Ag-TiO2-APTES con propiedades antibacterianas y

fotocataliticas en el tratamiento de aguas residuales con tintes [117].
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Figura 2.5. Ejemplos de usos de nanotecnologias en tratamientos de aguas residuales.

Las apariciones de bacterias resistentes a los antibi6ticos pueden acumularse en reactores
bioldgicos o no eliminarse del todo de distintos procesos de desinfeccion bacteriana, es por
eso que la implementacion de nanomateriales con propiedades antibacterianas permite

auxiliar en la eliminacion de ARB sin generar una mayor resistencia.

2.8. Seleccidn de nanomateriales con propiedades antibacterianas

La aparicién de bacterias con resistencia a los antibidticos en distintas areas humanas
presenta problemas, dadas las enfermedades que pueden provocar y que es cada vez méas
dificil eliminarlas. Las bacterias presentan mecanismos de resistencia, principalmente a los
antibidticos. A partir de informacion en sus genes, sus mecanismos de resistencia les
permiten degradar antibidticos por medio de enzimas o modificando componentes celulares,
principalmente en su pared celular para resistir a distintos antibioticos. Las nanoparticulas
(NPs), gracias a sus propiedades Unicas, pueden actuar sobre la pared celular de las bacterias
sin penetrar sus células, por lo cual, se espera que sean Menos propensas a promover

resistencia en las bacterias que los antibidticos [118].

Las propiedades antimicrobianas de las NPs son prometedoras, sin embargo, también se debe
considerar que estas pueden promover la trasferencia de ARG [119]. Por ahora se tienen

modelos que explican a modo general como las NPs afectan a las bacterias. Los modelos
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principales reportados sobre los efectos antimicrobianos presentes en las NPs son i)
induccion de estrés oxidativo, ii) liberacion de iones metalicos, o iii) mecanismos no
oxidativos. Tales fendmenos pueden ocurrir uno a la vez o simultaneamente (figura 2.4)
[118].

Nanomateria

policationico Rategensst atic al A0H

Dano a las
proteinas

fio ala membrana

Fotocatalisis celular

Nanomateriales

Figura 2.4. Comportamiento antibacteriano de nanomateriales. Las nanoparticulas se puede
adherir a la membrana celular o penetrar en ella provocando dafio a las células y al ADN
[120].

Las NPs metéalicas y de 6xidos metalicos son comunmente investigadas por sus propiedades
fotocataliticas y antibacterianas. Las NPs antibacterianas prometen ser herramientas de
control de crecimiento bacteriano, ya que se pretende evitar la aglomeracion de comunidades
bacterianas en forma de biopeliculas en superficies con propiedades como la fotocatélisis. Se
han identificado metales como la plata y el oro, asi como 6xidos metélicos como algunas
ferritas, ZnO, Al;O3, TiO2 como materiales biocidas y antibacterianos dada su particular
aplicacion fotocataliticas que permite, entre otras cosas, el control de olores, degradacién de
contaminantes (principalmente de tipo organicos) sin residuos adicionales, asi como la
inactivacion de bacterias [121, 122]. La aplicacion de NPs magnéticas en el campo de

catalisis para degradar compuestos en medios liquidos sugiere ventajas respecto a métodos
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convencionales como la filtracion de liquidos, centrifugacion y cromatografia. Las NPs
magnéticas (MNPSs) se usan como soporte de catalizadores de metales y 6xidos metalicos
funcionando bajo campos magnéticos al fin de recuperar los catalizadores, ademas, son
candidatos atractivos para inmovilizar, dirigir y eliminar bacterias de medios acuosos
aplicando campos magnéticos externos [123, 124]. Las NPs magnéticas poseen propiedades
antibacterianas debido a tres mecanismos: i) por la produccién de ROS que dafian el ADN,
ARN vy proteinas lo que provoca inhibicion y/o muerte celular en las bacterias; ii) por la
liberacion de iones metalicos y a veces, los metales pueden disolverse y; iii) por su tamafio
que es inversamente proporcional a su propiedad antibacteriana, 0 sea, que mientras mas
pequefias sean las NPs mejor actividad antibacteriana tendrd, sin embargo, esto sucede si las
NPs estan lo suficientemente cerca de las bacterias, entonces cuando este tipo de NPs se
funcionalizan con otro tipo de materiales, se mejora su afinidad a estos microorganismo, a su
vez, mediante campos magnéticos se puede dirigir a las NPs a areas donde se encuentren
biopeliculas de bacterias, haciendo asi, méas eficiente el uso de sus propiedades
antibacterianas [125, 126]. Se han hallado explicaciones a la fotodegradacion de ferritas
espinela en distintas condiciones, como lo son en agua, con reacciones oxidantes como
reaccion fenton y H.O». Cuando una ferrita es irradiada en presencia de luz, esta presenta un

par de electrones/huecos (ezc/hjy) en su superficie y actuar como [127]:
MFe,0, + hv —» MFe,0, (ez- + hiy)

l. La generacion de un hueco hj, podria reaccionar con el agua o con iones

hidroxilo, esto da como resultado la generacion de radicales hidroxilo:
h}, — H+-OH
hEV + OH_ e OH

Il. Un electron eg. generado podria ser atrapado por H202, esto limita la
recombinacion de electrones/huecos, esto resulta en un mejoramiento de la

actividad fotocatalitica:

H202 + BEC - OH_ + - OH
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I1l. A partir de H202, y con la presencia de Fe (111) y Fe (II), se genera un reactivo

fenton, lo que podria generar radicales hidroxilo:
Fe3* + H,0, » Fe?* + H* +-O00H

Fe?* + H,0, > Fe3* + OH™ +-OH

2.8.1. Nanoparticulas de plata

La plata es un metal con propiedades antibacterianas conocidas desde tiempo atras. La plata
es un elemento de la tabla periddica clasificada entre los metales nobles. Su uso data desde
tiempos antiguos. EI conocimiento empirico llevo a civilizaciones antiguas a utilizar la plata
en distintas presentaciones en el area médica y conservacion de alimentos. Por ejemplo, la
antigua civilizacion griega y romana que usaban recipientes de plata para conservar la comida
y el agua. Se utilizaron utensilios de plata en el viejo mundo para conservar alimentos y evitar
enfermedades; en el siglo XIX ya se empezaba a usar plata directamente en las heridas, asi
como el uso de hilos de plata para suturar e incluso para aliviar resfriados, sin embargo, su
uso se vio mermado con la llegada de los antibiéticos [128]. Hoy en dia, la plata es uno de
los materiales méas estudiados debido a sus aplicaciones en diversas areas, por sus

propiedades biocidas y por su gran produccion.

Las nanoparticulas de plata (Ag NPs) tienen una extensa aplicacion en distintos campos
donde se pretenda implementar sistemas de control antimicrobiano [129, 130]. Las Ag NPs
tienen una gran estabilidad quimica, alta relacion superficie/volumen, propiedades cataliticas
y sobre todo propiedades antibacterianas, antivirales y antifingicas, ademas de propiedades
antiinflamatorias [131]. La sintesis de Ag NPs se realiza a menudo a partir de métodos de un
solo paso en una reduccién quimica, donde al implementar precursores de origen natural,
como son extractos vegetales, se obtienen NPs de forma simple, econdmicamente viable y
amigable con el ambiente [132]. La actividad antimicrobiana que presentan las Ag NPs se
debe principalmente a su tamafo y forma, esto debido a que dependiendo de estos factores
entra en contacto con diferentes areas de los microorganismos [133]. A menor tamafio de Ag
NPs, mayor sera su toxicidad, asi lo report6 Ivask y colaboradores en un estudio de toxicidad

de Ag NPs, donde NPs de 10 nm eran mas tdxicas por el tamafio y su biodisposicion respecto
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a la particula/célula, mientras que NPs de 20-80 nm mostraron toxicidad debido a la
liberacion de iones de plata [134]. La forma de las Ag NPs también influye en la manera que
interactian las células de los microorganismos, las formas comunes de las Ag NPs son
esféricas, triangulares y hexagonales. EI-Zahry y colaboradores, en un estudio relacionando
la toxicidad con la forma de las NP concluyeron que las Ag NPs hexagonales presentan un
efecto mas toxico contra E. coli que las esféricas [135], mientras que las Ag NPs triangulares
no presentaban este efecto, por otra parte, Alshareef y colaboradores hicieron un estudio con
Ag NPs octaédricas truncadas y Ag NPs esféricas contra las bacterias E. coli y S. faecium,
donde concluyeron que las Ag NPs octaédricas truncadas tiene un mayor efecto
antibacteriano [136]. La forma de las Ag NPs influyen en gran medida en los efectos
antibacterianos, ademas de la concentracion a la que se use, ya que la respuesta a una
concentracion mayor y alta susceptibilidad bacteriana es alta [137]. A partir de la
concentracion y el método de fabricacion de Ag NPs se obtiene las concentraciones
necesarias para la inhibicion de crecimiento bacteriano. Otro aspecto a considerar es la
adherencia electrostatica y el pH presente al momento de la interaccion entre célula y NPs,
el pH bajo parece favorecer la union de las Ag NPs a las membranas celulares, mientras que,
en un pH neutro la adherencia es mas tardada [138, 139]. La sintesis verde favorece la carga
de las Ag NPs, ya que, al cargarlas negativamente mediante interacciones electrostaticas con
la membrana favorecen la adherencia a la membrana celular, por lo que hace mas efectivo el
efecto antimicrobiano. Los precursores de tipo bioldgico para sintesis verde reducen y
protegen a las Ag NPs, estos contienen compuestos y biomoléculas naturales que ayudan a
aumentar la probabilidad de union de las Ag NPs a las células microbianas [140]. Se sabe
que estas NPs no son de riesgo para organismos complejos, en otras palabras, las Ag NPs son
seguras y no toxicas para las células humanas y animales debido a su concentracion baja, por
lo que resulta extremadamente bajo el riego de toxicidad para el ambiente [133]. La Tabla
2.2 muestra distintos precursores en la sintesis de Ag NPs, asi como la comparacion de sus

propiedades antibacterianas.
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Tabla 2.2. Comparacion de actividad antibacteriana de Ag NPs preparados a partir de

diferentes agentes

MIC
Antibacteriano Agentes Bacteria (ug/ ZDI (mm) Ref.
mL)
. . E. coli 12.5+0.60
p
Citrus limetta S, aureus 4.75 1152055 [100]
PDodonaea E. coli - 13
viscosa S.aureus - 10 [141]
PCitrus sinensis  E. coli 25 8.5-9 [142]
0 .
Extracto de E. coli i 7 [143]
manzana S. ssp
PAnnona E. coli 15-17.5
muricata S.aureus 13.3-14 [144]
PMusa Bacillus i 16+£0.016
balbisiana E. coli 14+0.02
Ag NP POcimum Bacillus i 14+0.021 [145]
tenuiflorum E. coli 14+0.017
E. coli 6.75 6.8-12.1
bCepa P. putida S. aureus 9 6.7-11.2 [146]
B.cereus 10.25 6.5-11
NL-2-2 and E. coli
MGE-201 s.aureus 220 - [147]
a,
Caulerpa S.aureus - 7,9,12 [148]
racemosa
NaBHsy citrato E. coli 20- i [149]
trisédico S.aureus 110

ZOl=zona de inhibicion; MIC= concentracion minima inhibitoria; a= sintesis a partir de
algas; b= sintesis a partir de bacterias; h= sintesis a partir de hongos; p= sintesis a partir de
plantas.

2.8.2. Nanoparticulas de zinc

Las NPs de 6xidos metalicos (MONPS) gracias a su alta estabilidad, alta capacidad de carga,
control de forma y de tamafio de poros, sus condiciones relativamente sencillas de
preparacion, sus propiedades fotocataliticas y antimicrobianas la hacen llamativas para
distintas aplicaciones [150, 151]. Las MONPs mas estudiadas y utilizadas son las
nanoparticulas de 6xidos de zinc (ZnO NPs) y las nanoparticulas de dxido de titanio (TiO-
NPs), ya que gracias a la biocompatibilidad con microorganismos complejos y naturaleza
antibacteriana se aplican en distintas areas, por ejemplo, en areas donde requiere inhibicion

de microorganismos [91].
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Las ZnO NPs tienen un amplio uso, ademas de ser médicamente seguras, gracias a su forma
multimodal, ofrece un excelente rendimiento antiséptico. La propiedad més atractiva de las
ZnO NPs es la fotocatalisis que se aplica principalmente en la degradacion de contaminantes
en area de remediacion ambiental [152]. Los distintos métodos de sintesis, especialmente los
que involucran meétodos verdes, resuelven los problemas de costo, haciendo mas accesible su
uso [152, 153]. El uso de diferentes precursores, quimicos y biologicos permite obtener
diferentes formas de NPs a la vez que manifiesta actividad antimicrobiana (tabla 2.3). El uso
de extractos vegetales limita el uso de quimicos costosos y tdxicos, ademas de que
proporciona fotoquimicos unicos. Se implementa la sintesis de biorreduccion para ZnO NPs
donde se reducen los 6xidos metélicos a NPs de metal de valencia 0 con la ayuda de los
fotoquimicos como terpenos, azucares, vitaminas y aminoacidos secretados por las plantas,
ademas de que favorece la produccion en mayor volumen y no requiere de tantos aparatos
como en una sintesis quimica tradicional [154]. Las condiciones de temperatura, pH,

concentracion de extracto y tiempo se pueden variar para optimizar la produccion.

Los efectos antimicrobianos se dan por mecanismos de las ZnO NPs los cuales son: el tamafio
pequefio y la relacion area/superficie que favorece su union a las células bacterianas por
interacciones electrostaticas e irrumpiendo la membrana, provocando dafio celular; y por su
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) o peroxido de
hidrogeno (H202) en la superficie de ZnO NPs a través de sitios de defectos produciendo en
las bacterias estrés oxidativo que contribuye a la destruccién del material proteico celular,
afectando consigo el ADN vy los lipidos que conducen a la muerte celular de las bacterias
[120, 153, 155]. Gao y colaboradores hicieron un estudio al sintetizar ZnO NPs hexagonales
con extracto de cascara de Citrus sinensis contra E. coli y S. aureus y concluyeron gue las
NPs a menor concentracion, se favorecia el crecimiento microbiano, mientras que a
concentraciones altas se producia una citotoxicidad a las bacterias [156]. Elavarasan y
colaboradores sintetizaron ZnO NPs esféricas a partir de extracto de hojas de Sechium edule
contra B. subtilis y K. pneumoniae, concluyendo que la muerte de los patégenos debido a i)
la produccién de ROS y demaés especies quimicas que interactuaron con la membrana celular
externa o ii) la interaccion quimicas entre el H2O. y las proteinas de las bacterias [157]. En
la Tabla 2.3 se muestran distintos precursores para la sintesis de ZnO NPs, asi como su

capacidad antibacteriana contra distintas bacterias.
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Tabla 2.3. Comparacion de actividad antibacteriana de ZnO NPs preparados a partir de
diferentes agentes.

MIC (png/
NPs Agentes Bacteria & ZDI Ref.
mL) (mm)
PCinnamomum verum E. coli - 8 [158]
S. aureus 8
: E. coli 18+ 6
p -
Nephelium lappaceum S, aureus 93+ 2 [159]
PCitrus sinensis E. coli >0 - [156]
S. aureus -
6.02+0.1
. - 2 -
p -
Sechium edule B. subtilis 12.00 + 0. [157]
38
PStachvtarpheta B. subtilis <25x10°  12+0.10
ZnONp  >achytarp S. aureus <25x103  11+0.0  [160]
Jamaicensis E. coli ) 0.0+£0.0
- S. aureus 1.77+£0.3 23 -26
p
Laurus nobilis P.aeruginosa 1.99+07 24-27  L161]
B. subtilis 250 11.0£0.1
hAspergillus terreus S. aureus 250 10.5+0.2 [162]
E. coli 500 9.2+0.1
a B. pumilis ) 21.2+0.9
Ulva lactuca E coli 24.0+ 1.0 [163]
S. aureus 20
NHsOH S. - [164]
L 10
typhimurium

ZOl=zona de inhibicion; MIC= concentracion minima inhibitoria; a= sintesis a partir de
algas; b= sintesis a partir de bacterias; h= sintesis a partir de hongos; p= sintesis a partir de
plantas.

2.8.3. Ferrita de hierro o magnetita

El hierro esta presente en gran porcentaje en la Tierra. Junto con el cobalto, el niquel y
algunos 6xidos metélicos. El hierro presenta propiedades cataliticas que se emplean en
medios liquidos para ser recuperados por medio de campos magnéticos [123]. Entre los
oxidos metalicos se encuentra un grupo interesante, estos son los 6xidos de hierro. El 6xido
de hierro mas comudn en la naturaleza es el éxido de hierro (I11) (FesO4), también Ilamado
magnetita. La magnetita nanométrica es un 6xido de hierro cristalino, la forma ordenada de
sus atomos le brinda una estructura espinela inversa cubica, lo que hace que entre los sitios

intersticiales, se ocupen por cationes de hierro (Fe*2 y Fe*®) (Figura 2.5) [165]. La propiedad
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caracteristica de FezOs es el magnetismo, ademas de actividad fotocatalitica, teniendo
aplicaciones en campos de la biomédica, salud, agricultura y remediacion ambiental [166-
168]. Sin embargo, Fe3O4 desnudo tiende a aglomerarse, por lo tanto, su estabilidad se ve
reducida con el paso de tiempo y, por ende, algunas de sus aplicaciones, como lo es su
eficiencia fotocatalitica que se ve reducida. Es por ello que suele doparse con otros materiales
para mejorar su estabilidad, asi como su actividad fotocatalitica. Entre estos materiales se
encuentra el grafeno (forma alotrépica del carbono), que le brinda estabilidad, ya que su
eficiencia fotocatalitica se ve mejorada debido a que el grafeno evita una aglomeracion de
particulas y disminuye la tasa de recombinacién de electrones, lo que brinda una mejor
fotoexcitacién en la banda de conduccion [169]. Asi, al recubrir o dopar el FesOa, se ven
mejoradas varias de sus propiedades, entre estas, propiedades antibacterianas, dado el hecho
de que las NPs de FesO4tiene poca toxicidad y actividad antibacteriana. En la Tabla 2.4 se
hace una comparacion de FesO4 con dopados con distintos componentes a partir de sintesis

con diferentes agentes y sus propiedades antibacterianas.

® Fe¥

@ Fez

0%

Figura 2.5. Estructura de espinela inversa de éxido de hierro (FesO4) [170].

La sintesis NP de FeszOa4 se lleva a cabo por distintos metodos, entre ellos la sintesis por
coprecipitacion, ecoquimica, descomposicion térmica, microemulsion e hidrotermal. De
estos métodos de sintesis, el método hidrotermal presenta caracteristicas llamativas ya que
no necesita de mucho material, y no se suelen usar tensoactivos o solventes organicos ya que

el método implica solo presion y temperaturas altas en un reactor, lo que provoca una buena
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difusividad de las sales y con ello, la generacién de NPs de granos finos y buena cristalinidad
[171].

Tabla 2.4. Comparacion de actividad antibacteriana de Fe3Os NPs preparados a partir de
diferentes agentes.

NPs Agentes Bacteria Nﬂgg‘ £ zDI (mm) Ref.
Salmonella 0.78 15.16 £2.18
Fe30s- Aceite esencial de S. aureus 0.39 18.25+1.27 [172]
MgO nuez moscada E. coli 0.39 25.67+2.25
P. aeruginosa 0.39 2542 +1.61
Ag/Fes04  Almidon E. coli 15.6 - [173]
) ) ) S. aureus 4
p -
Fes04 Citrus sinensis E coli 3 [174]
*Colpomenia sinuosa B. subtilis 5.75+2.25
. S. aureus 5.75+2.25
a -
Fe0s y-Plerocladia oy 3372662 170
P F. oxysporum 8.37+6.62
S. aureus 150
FesOq4 NaOH B. cereus 150 - [176]
NaOH, quitosanoy  B. subtilis 18+0.5
Fe30a 4cido acético E. coli i 16+05 177

ZOl=zona de inhibicion; MIC= concentracion de inhibicion minima

a= alga, b= Bacteria, h=hongo, p=planta
2.8.4. Ferrita de cobalto
Las ferritas son un tipo de éxidos de hierro que, ademas de llevar hierro (1), se une un metal
que le confieren propiedades Unicas, su formula se puede definir como MFe20a, donde M es
un metal noble, comdnmente Co, Ni, Cuy Zn. [122, 178-180]. Las ferritas espinela tienen
caracteristicas interesantes como un area de superficie alta, asi como propiedades
antimicrobianas, actividad fotocatalitica, porosidad, propiedades elésticas y magnéticas. Las
ferritas de cobalto (CoFe20a) son un tipo de ferritas interesantes, que por su estabilidad y el
metal de Co que se sustituye, proporciona propiedades antibacterianas, fotocataliticas, alto
rendimiento magnético, comportamientos ferromagnéticos y estabilidad quimica [179, 181].
Tanto las ferritas como la magnetita pertenecen a la espinela inversa, que es un tipo de
orientacion estructural que le confiere sus propiedades magneticas [171]. El cobalto usado a
nivel industrial en diversas aplicaciones se considera toxico y cancerigeno en animales
debido a sus iones. La CoFe2O4 nanométrica en diversas investigaciones, se considera un

material genotoxico y citotdxico, probado en cultivos celulares in vitro, ademas, tienen una

36



gran facilidad de entrar en la pared celular a diferencia de los iones de cobalto. Diversos
estudios indican que las propiedades toxicas de las CoFe2O4 se deben a la generacion y/o
induccién de ROS, que, a su vez, depende del tamafio de las particulas [182]. Las CoFe2O4
pueden doparse con otros metales (por ejemplo, Zn, Ni, Cuy Mn) o nanomateriales organicos
(por ejemplo, grafeno y Oxido de grafeno) para mejorar sus propiedades magnéticas,
electrénicas y antibacterianas. La principal razén por la que el dopaje brinda propiedades
antibacterianas a las CoFe>QO4 es que estas adquieren una superficie irregular, superficie que
al entrar en contacto con membranas celulares, causa un mayor dafio [183]. Estudios diversos
in vivo indican que se provoca estrés oxidativo en células en diferentes areas del cuerpo,
viajado a distintas areas provocando dafio, inflacion en érganos y muerte celular [184]. La
Tabla 2.5 muestra una comparacion CoFe,O4 dopadas con diferentes componentes a partir

de distintos agentes para su sintesis y su relacidn con sus propiedades antibacterianas.

Tabla 2.5. Comparacion de actividad antibacteriana de CoFe>O4 NPs preparados a partir
de diferentes agentes.

NPs Agentes Bacteria Nilrglgl £ zDI (mm)  Ref.
S. aureus 7-13
p
CoFe,04 pelmoschus A. aureus : 59 [185]
esculentus
E. aerogenes 5
ZnO/ . S. aureus 9-19
CoFe,0,  CHal° S. typhi - g16  L[186]
E. coli 12-17
CoFe204/S NaOH P. aeruginosa ) 13-18 [187]
i102/Ag PVP S. aureus 15-20
B. subtilis 14-21
CoCexFes- S. aureus 18-20
x4 Urea K. pneumoniae ) 18-27 [188]
CoFez04/ )
Ag/AgzV  Acido citrico E. coli - 19.5 [189]
O4
CoFex04/ £ . . .
Ag/AGC] Acido citrico E. coli - 19 [190]

ZQOl=zona de inhibicién; MIC= concentracion de inhibicion minima; a= alga, b=
bacteria, h=hongo, p=planta

2.8.5. Ferrita de niquel
Perteneciente a las ferritas espinela, la ferrita de niquel (NiFe2Os) tiene propiedades

ferromagnéticas favorables debido a su arreglo de espinela, habiendo una distribucion
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igualitaria de Ni*2 y Fe*3 en sitios tetraédricos y octaédricos respectivamente (Figura 2.6),
ademads, también tiene propiedades electronicas, Opticas, deteccion de gas y humedad,
electrénicas y mejoradas propiedades cataliticas [191]. Ademas de esto, la NiFe>O4 presenta
desorden en su superficie lo que le brinda una alta permeabilidad [180]. El niquel es un metal
de interés a nivel nanométrico, ya que nanomateriales a base de niquel presentan propiedades
antibacterianas debido a la produccion de ROS y con un campo magnético externo, pueden
guiarse a sectores especificos en areas distintas como remediacion ambiental [192]. Por
ejemplo, Ishaq et. al. (2017) usaron NiFe2Os dopadas con o-alimina para inhibir el
crecimiento de bacterias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus presentes en agua contaminada, mostrando que, a medida que se agrega mas ferrita,
su efecto tdxico aumenta de igual manera en P. aeruginosa y S. aureus, teniendo un efecto
minimo en E. coli [180]. Usaron ferrita de cobre-niquel (NiosCuosFe204), aprovechando que
los iones de niquel brindan mejores propiedades a temperatura ambiente, para probar su
eficacia antibacteriana contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae, teniendo resultados favorables tanto de CuFe,O4 como de NiFe2O4
individualmente, siendo NiFe2O4 el material con mayor actividad antibacteriana [192]. Se
muestra en la Tabla 2.6 las propiedades toxicologicas de NiFe.O4 dopadas con distintos

componentes contra distintas bacterias Gram (+) y Gram (-).

Figura 2.6. Representacion de estructura de NiFe,O.. Espacios de Ni*? ocupados en los
espacios octaédricos y espacios de Fe™ ocupados por espacios tetraédricos en su mayoria
[193].
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Tabla 2.6. Comparacion de actividad antibacteriana de NiFe2O4 NPs preparados a partir
de diferentes agentes.

NPs Agentes Bacteria Nilr(rjllgl £ zDI (mm) Ref.
. E. coli 6.4+0.10
gflﬁi%? Acido citrico y S. typhi ] 6.4+0.10 [194]
NH4OH S. aureus 6.4+0.10
g B. cereus 6.4+0.10
. o . S. aureus 17.90+0.14
NiFe204 Acido oleico E coli - 99 504 0.12 [195]
NiFe,0.@ ;' aubiilis 190-_1133
PANI@A Glicerina E coli - 13-16 [196]
g P. aeruginosa 8-9
NiFe204/P E tCOIrIu 2'38
AMA/Ag- NH4OH - P - ' [197]
TiO S. aureus 6.40
2 B. cereus 6.40
) S. typhi 11
NiFe204 Acido citrico P. aeruginosa - 13 [191]
E. coli 6
NiFe204  Acido citrico S. aureus 5.40 10.30 £ 0.30
@ TEOS Hidréxido de B. cereus 21.50 10.90 + 0.30 [198]
—~TPS@  amonio E. coli 10.80 10.70 £ 0.30
Ag S. typhimurium 5.40 11.10 £ 0.30

ZOl=zona de inhibicion; MIC= concentracién de inhibicién minima; a= alga, b=

Bacteria, h=hongo, p=planta
2.8.6. Ferrita de zinc
La ferrita de zinc (ZnFe,04) pertenece a las ferritas espinela. El cation Zn*2 presente en la
ferrita se posiciona en sitios octaédricos, mientras que Fe*3 se posiciona en sitios tetraédricos
y octaédricos (Figura 2.7). ZnFe;Os4 es utilizada entre cosas, para la eliminacién de
contaminantes por sus aplicaciones fotocataliticas. El zinc presente en esta ferrita le brinda
una alta estabilidad cristalina, permeabilidad magnética, alta conductividad electronica, una
banda prohibida de-1.9 eV y produccion de ROS (‘OH, ‘02" y H20) [122]. Bajo irradiacion
de luz visible, el proceso de fotodegradacion de las ZnFe2O4 produce radicales hidroxilo
altamente reactivos y promueven la degradacion de contaminantes. Ademas de esto, las
ZnFe2O4 poseen un area superficial grande y estabilidad quimica que permiten altas
cantidades de carga y una mayor area de contacto para producir una mayor productividad
antibacteriana [199]. Camacho-Gonzales et. al. (2019) estudiaron los efectos antibacterianos
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de Zny xCuxFe;O4 sobre Escherichia coli (Gram (-)) y Staphylococcus aureus (Gram (+)),
dando resultados favorables para inhibir el crecimiento de E. coli, ya que la actividad
antibacteriana depende del contenido de Zn en la ferrita debido a las concentraciones baja y
alta de Zn y Cu presente en la ferrita. [200]. Madhukara et. al. (2019) reportaron el uso de
Zno.4Coo.6Fe02 contra Salmonella typhi y Staphylococcus aureus, mostrando buena actividad
antibacteriana por parte del material, esto debido principalmente por la produccion de ROS,
pero también se involucran los efectos producidos por el tamafio, la morfologia, el &rea de
superficie, el aumento de las vacantes de oxigeno, la capacidad de difusion de las moléculas
quimicas y también la descarga de iones metalicos [186]. Esto indica que, el contenido de Zn
en Oxidos metélicos, asi como en otros nanomateriales, como ZnO, resulta efectivo como
materiales antibacterianos. En la Tabla 2.7 se muestra una comparativa de ZnFe.O4 dopada
con distintas componentes, sintetizadas a partir de distintas agentes, asi como su relacién con

sus propiedades antibacterianas.

Figura 2.7. Representacion de estructura de ZnFe>Os. Espacios de Zn ocupados en los
espacios octaédricos y espacios de Fe ocupados por espacios tetraédricos en su mayoria
[193].

Tabla 2.6. Comparacion de actividad antibacteriana de ZnFe;O4 NPs preparados a partir
de diferentes agentes.

MIC (pg

NPs Agentes Bacteria /mL)

ZDI (mm) Ref.
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B. subtilis 23 +0.07
S. aureus 22 +0.05

ZnFe20s  PAegle marmelos P. aeroginosa - 25 +0.06 [201]
E. coli 17 +0.03
S. aureus 8.83+0.33
E. coli 10.50+0.29

ZnFe2Os  PLimonia acidissima  P. desmolyticum - 7.33+£0.17 [122]
K. aerogenes 7.50+0.29
S. aureus 5.50+0.50

~ . P. aeruginosa 9.00+0.50

ZnFe;04  Cafia de azucar E coli - 11,50 £ 0.50 [199]
B. subtilis 9.50+0.50
P. aeroginosa 4.50

p -

ZnFex04 Jatropha E coli 14 50 [202]

ZFCN@2 - .

OPPY Polipirrol E. coli - 17 [203]
S. epidermidis 17+1.20

CT- “ - S. aureus 16 +0.50

ZnFez04 Acido citrico E. coli 32 19+0.20 [204]
P. aeruginosa 22+0.10

ZOl=zona de inhibicion; MIC= concentracién de inhibicién minima; a= alga, b=

Bacteria, h=hongo, p=planta
2.8.7. Puntos cuénticos de carbono
Entre los materiales antibacterianos que existen actualmente, como los materiales metalicos
que producen iones metalicos o los lixiviados antibacterianos, se suman recubrimientos
hidréfobos y los materiales dopados productores de ROS [205]. Entre los materiales
productores de ROS, se encuentran los puntos cuanticos semiconductor. Los puntos
cuanticos (QDs, por sus siglas en inglés) son un tipo de nanomaterial con dimensiones entre
1y 10 nm en todas sus dimensiones (lo que lo hace un material 0OD), esto restringe la
movilidad de sus electrones en todas las direcciones, lo que les brinda estabilidad de
fluorescencia, amplio espectro de emision y excitacion. Los QDs se obtienen a partir de
materiales semiconductores, destacando de entre ellos el cadmio y selenio, ya sea en forma
organica o en forma acuosa, pero este tipo de materiales son toxicos y su costo es alto, por lo
que no son viables para fines ambientales y de salud [206]. Dada esta situacion, una fuente
mas apropiada a diversas aplicaciones, con las propiedades que brindan los QDs, es el

carbono. Los puntos cuanticos de carbono (CQDs) pertenecen a los nanomateriales derivados
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de carbono (formas alotropicas) junto a los nanotubos de carbono, fullerenos y grafenos. Este
material ha llamado la atencién en los ultimos afios debido a propiedades opticas y
electrénicas como la transferencia de electrones fotoinducidos y propiedades de donador y
aceptor de electrones, asi como fotoluminiscencia, propiedades que tienen aplicaciones en
areas como la biodeteccion, la bioimagen, la administracion de farmacos, la optoelectronica,
la fotovoltaica y la fotocatalisis [207]. Estas propiedades son atractivas en materiales
semiconductores, sobre todo la propiedad fotocatalitica, debido que esto mejora propiedades
en aplicaciones de degradacion de contaminantes organicos [208]. Al combinar CQDs con
metales, Oxidos metalicos, polimeros y otros nanomateriales se obtiene materiales
nanohibridos con fluorescencia provenientes de CQDs con propiedades integradas de
magnetismo, Optica 0 mecanicas, con aplicaciones interesantes [209, 210], por ejemplo,
Zhong y colaboradores doparon vancomicina con CQDs para deteccion de bacterias diana de
S. aureus en medios complejos al interactuar los grupos funcionales de CQDs con la
superficie de las bacterias [211]; Shahshahanipour et. al. (2019) utilizaron CQDs a partir de
métodos verdes contra bacterias E. coli (Gram (-)) y S.aureus (Gram (+)) en experimentos
de difusién de discos y difusion en gel, tenido resultados favorables, ya que los CQDs logran
inhibir el crecimiento bacteriano [212]. Para mejorar la eficiencia de la fluorescencia, CQDs
se puede dopar con varios elementos, como N, F y S, de los cuales N tiene una mayor
investigacion (siendo la etilendiamina uno de los precursores mas utilizados) ya que se
mejoran sus propiedades de emisién por induccion ascendente en el nivel de Fermi y de los

electrones en la banda de conduccién [210].
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Figura 2.9. Diagrama general de los Puntos Cuanticos de Carbono [213].

Los CQDs no representan por si solos un peligro de toxicidad, ya que CQDs deshudos o
funcionalizados con algunos tensoactivos como poli-etilenglicol (PEG), no tienen efectos
citotdxicos en células, e incluso esto permite utilizarlos en obtencion de imagenes in vivo y
biodeteccion. Al doparlos con algunos materiales como poli-acido acrilico (PAA) o
etilendiamina, presenta citotoxicidad respecto al tiempo y concentracion de aplicacion, por
lo tanto, al mejorar su propiedad fluorescente, su toxicidad aumenta [210]. La combinacion
de CQDs con 0xidos metalicos permite aumentar sus efectos fotocataliticos para degradacion
y produccion de ROS. Gracias a sus propiedades semiconductoras, los CQDs y en presencia
de luz ultravioleta, poseen propiedades antibacterianas, debido a la produccién de ROS,

contra una gama amplia de bacterias [205].
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Estudios recientes han demostrado que los CQDs pueden prepararse a partir de precursores
bioldgicos, como lo son fuentes vegetales o compuestos especificos provenientes de éstas,
como compuestos fendlicos como flavonoides, asi como esteroides e hidrocarburos
alifaticos. Estos compuestos contienen grupos funcionales (-OH, -COOH, C=0y NH ») que,
en condiciones adecuadas de carbonizacion, se deshidratan y forman grupos aromaticos, a
partir de estos se forman nucleos de carbdn fotoluminiscentes, donde la fotoluminiscencia
depende en parte de la relacion de estos nucleos de carbon con los grupos funcionales [212].
Esto permite incluir conceptos de métodos de quimica verde para producir nanomateriales,
mermando residuos toxicos. EI método hidrotermal para sintesis de CQD es el mas utilizado,

debido a su sencillez y en un solo paso, ademas de su produccién en masa [209].

2.9. Especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), que engloban al peréxido de hidrégeno (H202),
superoxido (03), &cido hipocloroso (HOCI), radical hidroxilo (-OH) y oxigeno singlete,
sirven como medidores de distintos procesos bioldgicos. En el cuerpo, estos cumplen
funciones como la sefializacion celular y la respuesta inmune contra patdgenos invasores. Sin
embargo, se dan casos de sobreproduccion de ROS, llamado estrés oxidativo, que se ve
reflejado como dafio a nivel celular, pudiendo oxidar el ADN o afectar negativamente a las

proteinas [214].

Debido al uso excesivo de productos antibioticos, las bacterias han adquirido cierta
resistencia a ellos. Es por ello que, en Gltimos afios, los iones metélicos han interesado a los
cientificos como alternativa a agentes antibacterianos. Los iones metalicos presentes en el
cuerpo, cumplen funciones de interrupcion homeostatica de patdgenos que infectan el cuerpo
humano a través de células inmunes, y con esto, su eliminacion [215]. A nivel celular, la
liberacién de cationes metalicos (M™) a partir de NPs, esto da como resultado en su relacion
con el dafio a la membrana celular y produccion de ROS, ya que diversos iones en un proceso
redox, generan especies de superoxido que contribuyen a la degradacion de biomoléculas
[216]. Entonces algunas NPs pueden producir ROS, causando estrés oxidativo o apoptosis
(muerte celular causada por un dafio severo a componentes bioldgicos fundamentales como
las proteinas y el ADN) que se refleja a nivel celular en la interaccion con acidos grasos

poliinsaturados de la membrana celular o el citoplasma, alterando la conformacion de los
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fosfolipidos, que a su vez cambia el comportamiento de la membrana, deteriorandola

rdpidamente [217].

Los iones de Zn*?, son los segundos mas abundantes en el cuerpo humano, estos ayudan a
protegerlo de infecciones, incluso su aplicacion sobre heridas, ayudan a desinfectar [215].
Por lo tanto, el uso de zinc como agente antibacteriano, en su presentacion de 6xido (ZnO
NPs), presenta actividad antibacteriana, y con irradiacion de luz UV vy visible, este efecto
aumenta, ya que debido a la fotocatalisis que divide al agua por la liberacion de e de
oxigenos atrapados en las NPs se produce estrés oxidativo; en cambio, en ausencia de luz,
ZnO NPs carece de generacion de ROS, por lo que, en este caso, su activad antibacteriana se
debe a la liberacion de Zn*? (Figura 2.8.a) [218]. En el caso de las ferritas, los principales
efectos bioldgicos que ocurren por la generacion de ROS (O, ‘OH y *OOH) depende de la
tasa de produccion, tasa de migracién y de los niveles de energia de los pares e’/h* excitados.
Asi, con irradiacion sobre MFe;O4, se genera un agujero h* en la banda de valencia, mientras

que en la banda de conduccion se excita un electron e” (Figura 2.8.b.) [186].

(a} ()

Enpbird de ety aer
prodict b

Eeanelu i 110

o M%M / \-GH
1 / Doentiny al ATIN \

Wibniznnin

ISR Rl 2]

W
Frockaccifin e i Digiv &l e
e B, 0, (=0,
K Eh *

huaclivavicn
/- L& proteimas
-
) .@ Tnd errupritn del
Fuga dv proleoas

Dugiv 2 W inanbima Fasis e ehecinanes Hareln de
velular valencin

Colie, 0,

Figura 2.8. (a) Mecanismo de ferritas para producir dafio y muerte celular a partir de la
produccién de ROS. (b) Representacidon de un semiconductor que, al ser irradiado por luz,
la banda de valencia se excita dejando un hueco h*, mientras en la banda de conduccion se
excita un electrén que, genera energia para generar un radical hidroxilo a partir de agua [122,
181].
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION

Debido a que los agentes reductores presentan maltiples inconvenientes, es necesario recurrir

a métodos benignos con el ambiente en el momento de sintetizar NPs metalicas. Actualmente

se buscan procedimientos que involucren explotar recursos biol6gicos renovables y en los

ultimos afios, las plantas, las algas, los hongos, las bacterias y los virus se han utilizado para

la produccidn de NPs metalicas no toxicas a un costo bajo y con altas eficiencias energéticas,

logrdndose asi, procesos termodindmicamente eficientes y con bajas huellas de carbono

(Figura 1.1) [8]. Las plantas vasculares como agentes reductores en la sintesis de NPs son

interesantes desde el punto de vista ambiental. Considerando simplicidad, sostenibilidad,

medio ambiente y métodos amigables, se ha despertado un gran interés en la investigacion

relacionada con la aplicacion de Nanociencia y Nanobiotecnologia.
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Figura 3.1. Relacion de sintesis de nanoparticulas mediante métodos biol6gicos y su
aplicacion en diversos campos cientificos[91].
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En afios recientes, se han usado varias secciones de las plantas, incluidas hojas, frutos, tallos,
raices y sus extractos, para sintetizar nanoparticulas metéalicas mediante métodos de
reduccion directa. Se han sintetizado por ejemplo, nanoparticulas de oro y plata (Au y Ag
NPs, respectivamente) mediante el uso de hojas y raices de la planta Panax ginseng [91],
nanoparticulas de sulfuro de cadmio (CdS-n) con cascara de platano [219], y nanoparticulas
de zinc (Zn NPs) con frutos de Artocarpus gomezianus [220]. Las Ag y ZnO NPs son de
gran interés por sus propiedades antimicrobianas (Figura 3.2) [221, 222]. Se ha mostrado que
las ZnO NPs exhiben propiedades antibacterianas por su alta area superficial especifica
relacionada con el tamafio reducido que conduce a una mayor reactividad de la superficie de
las particula, ademas, el ZnO es un material que posee bajos impactos de fotooxidacion y

fotocatélisis en especies quimicas y bioldgicas [222].

La plata metalica es efectiva contra bacterias como Escherichia coli y Staphylocuccus
aureus. Las Ag NPs tienen propiedades de estabilidad quimica y actividades cataliticas.
Ademas, los métodos de sintesis por reduccién para las Ag NPs asistidas por la luz tienen

una ventaja en la reduccion de iones Ag* [223].

* Adsorcion sobre la membrana
+ Bajaproduccion de ROS

Heteroestrucutra I y f
no polar ) J’
ZnO NPs

* Fuerte adsorcion sobre la membrana
* Alta produccion de ROS
* Desequilibrio de cargas

Heteroestrucutra ¢
no polar (* ] +
%) p
| —_

Ag/ZnO NPs

Figura 3.2. Interaccion de las NP hibridas ZnO-Ag con células bacterianas. Las ZnO NPs
como agentes antibacterianos, se adhieren a la membrana celular provocando especies
reactivas de oxigeno (ROS), que conlleva a la muerte celular. Las nanoparticulas de plata y
zinc (Ag/ZnO NPs) adquieren una mayor adherencia y una mayor produccion de ROS [224].
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Por otra parte, los puntos cuanticos de carbon (CQDs) son de gran interés por su viabilidad
econdmica y sus propiedades tales como: inercia quimica, buena biocompatibilidad, baja
toxicidad y excelentes propiedades dpticas como material fotocatalitico. Los CQDs son NP
fluorescentes, con grupos funcionales superficiales, pueden servir como sitios reactivos.
Semiconductores como TiO2 y ZnO se pueden combinar con CQDs para mejorar su
eficiencia fotocatalitica, que se atribuyeron a una region de absorcion de luz visible méas
amplia y una mayor separacion de pares de electrones [225, 226]. La toxicidad de los CQDs
respecto con las bacterias se debe a una interaccion directa, informado en varios estudios. La
toxicidad de CQDs depende del tamafio y carga superficial que se puede ajustar mediante la

funcionalizacion de la superficie [227].

Las ferritas espinel con formula general MFe;O4, donde M indica diferentes metales
divalentes, tienen amplias aplicaciones en biomedicina, tratamiento de aguas residuales,
catalizadores y dispositivos electrénicos. Para la eliminacién rapida de contaminantes del
agua y de las aguas residuales, las ferritas deben tener una excelente reactividad quimica y
una alta capacidad de adsorcién para facilitar la eliminacion mediante el campo magnético
externo [228]. Las ferritas poseen propiedades fotocataliticas ya que absorben la luz visible
de manera eficiente [229], permitiendo usar esta propiedad en la degradacién de los
contaminantes. Las ferritas de cobalto, por ejemplo, son conocidas por su separacion eficiente
después de la finalizacién de la reaccion, la reutilizacion y la reciclabilidad magnética. Las
ferritas de Zinc y Niquel presentan ademas de magnetismo, propiedades antibacterianas [229-
231]. Las ferritas al presentar propiedades fotocataliticas se pueden dopar con CQDs, para
mejorar sus propiedades fotocataliticas ademas de sus propiedades antimicrobianas. Con base
en lo anterior, se propone preparar nanomateriales con propiedades antibacterianas a partir
de extractos vegetales, para su aplicacion en aguas residuales terciarias. Los materiales
propuestos son:

e Ag NPs soportados en la superficie de ZnO NPs

e (CQD soportados en MFexOs, donde M= Fe, Co, Zn y Ni

La toxicidad de las NPs se realizara con ensayos cualitativos y cuantitativos microbianos.
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3.1. Objetivo general
Desarrollar un proceso de desinfeccion contra bacterias resistentes a los antibidticos
presentes en aguas residuales por medio de nanomateriales sintetizados por métodos de

quimica verde (uso de extractos vegetales).

3.1.1. Objetivos especificos

e Desarrollar un método sostenible para la preparacion de Ag/ZnO NPs, C@ZnO NPs
y C@MFexO4 (M= Fe, Co, Zn y Ni) usando extractos vegetales, y caracterizarlos por
diferentes técnicas analiticas (XRD, TEM, SEM, EDS) adecuados para desinfeccion
bacteriana.

e Evaluar las propiedades de Ag/ZnO NPs, C@ZnO NPs y C@MFexOs como agentes
desinfectantes usando bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus y Bacillus
cereus) y Gram negativas (Escherichia coli y Salmonella typhi) para determinar
curvas de crecimiento bacteriano y concentracion minima inhibitoria.

e Determinar la eficiencia antibacteriana de Ag/ZnO NPs, C@ZnO NPs y C@MFexO4
en los estudios antibacterianos por diferentes métodos.

3.2. Hipotesis
Si se producen nanomateriales de Oxidos metalicos a partir de extractos vegetales reduciendo
productos secundarios adversos, y estos producen especies reactivas de oxigeno (ROS), entonces,

se implementarian estos nanomateriales para tratamientos antibacterianos efectivos.
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CAPITULO 4. METODOLOGIA

En este capitulo se desglosa la metodologia experimental empleada para obtener un
mecanismo de inhibicion de crecimiento celular a partir de la sintesis de nanomateriales,
utilizando metodologias de quimica verde. Se manejaron pardmetros de tiempo, temperatura
y tipo de precursores a fin de obtener un mejor rendimiento. Para las pruebas de inhibicion,
se utilizaron bacterias Gram (+) y Gram (-). Se obtuvieron hojas frescas de la planta Ocimum
tenuiflorum (albahaca morada) y cascara del fruto de Citrus sinensis (naranja comun).
Adicionalmente, se adquirieron los precursores metélicos de nitrato de plata (AgNO3), nitrato
de zinc [Zn (NO3)2], cloruro de hierro (111) (FeCls), cloruro de hierro (1) (FeCly), cloruro de
zinc (ZnCly), cloruro de niquel (NiCl2:6H20), cloruro de cobalto (CoCl2), &cido citrico
(CeHs07) y etilendiamina (C2HsNy).

Las sintesis de nanoparticulas, su caracterizacion, asi como las pruebas antibacterianas para

evaluar las propiedades antibacterianas se simplifican en el Esquema 4.1.

-Hoja de albahaca (Ocimum tenuiflorum)

-Cascarade naranja (Citrus sinensis) Obtencion de extractos vegetales J
- Acido citrico 1

{ Sintesis de nanomateriales ]

| !

[ ZnONP } [MFede:Co,Ni,Zn}]

Dopado con plata |,_[ Dopado con puntos J
cuanticos de carbono

Staphylococcus aureus (Gram +)
Bacillus cereus (Gram +)
Escherichia coli (Gram -)

Salmonella typhi (Gram -) ‘

Pruebas antibacterianas ]

Determinacién de
concentracion minima
inhibitoria (MIC)

Esquema 4.1. Metodologia para llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas, su caracterizacion
y pruebas antibacterianas.

Determinaciénde
zonas de inhibicién

(zon)

4.1. Preparacion de extractos de hoja de Ocimum tenuiflorum y cascara de naranja de
Citrus sinensis
Se prepararon extractos vegetales de hojas de Ocimum tenuiflorum (EOT) y cascaras de

naranja Citrus sinensis (ECS) (Figura 4.1). Inicialmente se lavaron las hojas y las cascaras con
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abundante agua para eliminar las particulas de polvo y luego dos veces mas con agua
destilada. Se secaron al aire a temperatura ambiente para eliminar la humedad residual. Una
vez secas, las hojas se trituraron, mientras que las cascaras se cortaron finamente en trozos.
Se tomaron aproximadamente 2 g de hojas trituradas en un vaso de precipitado de vidrio de
50 mL con 20 mL de agua destilada y se hirvieron a 100°C durante 10 minutos.
Posteriormente se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se filtré en papel filtro Whatman
del No. 1. EOT se almacen6 a 10°C para su uso posterior. Del mismo modo, se tomo
aproximadamente 1 g de cascaras de naranja finamente picada en un vaso de precipitado de
vidrio de 50mL con 10mL de agua destilada y se hirvieron a 100°C durante 5 minutos.
Posteriormente se dejo enfriar a temperatura ambiente y se filtrd en papel filtro del No. 1.
ESC filtrado se almacen6 a 10°C para su uso posterior.

Extracto de

Cascara de naranja “f-"}: - cascara de
(Citrus sinensis) h » e L N naranja
" il \ (ECS)

Trituraciony lavado de la
cascara

Extracto de
hojas de
albahaca

(EOT)

Hojas de albahaca
(Ocimum tenuiflorum ) Trituraciény lavado de
las hojas

Figura 4.1. Preparacion de extractos vegetales.

4.2. Componentes fitoquimicos de las hojas de O. Tenuiflorum y cascara de naranja

Las hojas de Ocimum tenuiflorum se componen de compuestos aromaticos, entre ellos se
encuentran hidrocarburos de fenilpropeno y sesquiterpeno en proporcion de 62 y 22.5%
respectivamente [232]. En cuanto a los compuestos principales, contiene aceites esenciales

compuestos por metil eugenol (84.7%) con gB-cariofileno (7.4%) [233].
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La cascara de naranja, contienen aceites esenciales que, a su vez, se componen de
hidrocarburos, alcoholes, ésteres y aldehidos. Los componentes que promueve la reaccion de
reduccion son: D-limoneno (73.9-97%), porcentajes discretos de linalol, geraniol y nerol
[234, 235].

4.3. Preparacion de nanoparticulas de plata

En un procedimiento de reduccion tipico, se afiadieron aproximadamente 3 mL de ECS en
30 mL de agua destilada, posteriormente se afiadio 1.0 0 2.0 mM de nitrato de plata (AgNO3)
y se agitd constante durante 120 minutos a temperatura ambiente (Figura 4.2). A la par, se
midio la reaccion de reduccion de AgNOz a Ag NPs en un espectrémetro UV-Vis. Las
soluciones obtenidas se reservaron en un espacio oscuro a temperatura ambiente para
minimizar la fotoactivacion del nitrato de plata. Las Ag NPs se centrifugaron a 6000 rpm por

10 minutos para eliminar las impurezas y se usaron para caracterizacion.

- Agitacién |
e 2h
. e
Extracto de AgNO;
cascara de Ag NPs
naranja
(ECS)

Figura 4.2. Preparacion de Ag NPs.

4.4. Preparacion de nanoparticulas de 6xido de zinc

Se usaron EQOT vy nitrato de zinc (Zn (NOs)2) para preparar nanoparticulas de 6xido de zinc
(ZnO NPs) (Figura 4.3). Se calentaron 20 mL de EOT a 70°C y luego se agregd 2 g de nitrato
de zinc. La mezcla se dejo en agitacion durante 2 horas. Se obtuvo una pasta amarilla &mbar.
La pasta se seco a una temperatura de 130°C en una estufa. Posteriormente se llevd a un
crisol y se calent6 en un horno de mufla a 450°C durante 2 h para obtener un polvo (amarillo
claro) de ZnO. Este material se convirtié en un polvo fino con un mortero de adgata. Las ZnO

NPs se recuperaron para su caracterizacion.
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EOT

+ 70°C N Calcinacion N g
2h

450 °C
Zn0O NPs

ZnNO,

Figura 4.3. Esquema de la preparacion de nanoparticulas de 6xido de zinc.

4.5. Preparacion de nanoparticulas de Ag/ZnO NPs

En un procedimiento de reduccién tipico, se afiadieron aproximadamente 3 mL de extracto
de cascaras de naranja y 0.014 M de ZnO NPs en 30 mL de agua destilada. Posteriormente,
se agregd 2.0 mM de nitrato de plata (AgNOs) y se agitd constantemente por 120 minutos a
temperatura ambiente. La mezcla cambié de un color blanco a un color café claro. La mezcla
se centrifug6 a 6000 rpm y se lavd con agua destilada tres veces para recuperar las Ag/ZnO
NPs. El producto se secO en una estufa a una temperatura de 60°C y se recuperd para su

caracterizacion (Figura 4.4).

AgNO;

Agitacid Secado
+ Agitacion, i Secado

Zn0O NPs
+

ECS Ag/Zn0O NPs

Figura 4.4. Esquema de la preparacion de nanoparticulas de 6xido de zinc.

4.6. Preparacion de ferritas

Las nanoparticulas magnéticas de MFexQOs se sintetizaron mediante un método solvotermal
modificado (Figura 4.5). Para ello, primero se utilizaron en una cantidad estequiometria de
2:1 de cloruro disueltos en agua destilada y etilenglicol en una proporcién de 1:1. Luego,

se agregd 0.5 M de acetato de sodio. La disolucion se llevo a un bafio ultrasénico por 10
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minutos. La disolucién se llevo a un reactor autoclave a 180°C por 16 h. Pasado el tiempo,
se recupero el precipitado centrifugandolo a 6000 rpm y lavandolo tres veces con agua
destilada. Finalmente, las nanoparticulas de MFexOs se dejaron secar y se recuperaron con
un iman y se prepararon para su caracterizacion. Se obtuvieron nanoparticulas magnéticas
de Fe304 (control), CoFe204, NiFe204 y ZnFe20s.

o
Acetato de
sodio Método
I hidrotermal —
o > ~(O
180 °C por 16 h =
FeCl; (II1) y - ’
MCl, (IT)

(M=Co, Ni, Zn)

Figura 4.5. Esquema de la preparacion de ferritas magnéticas.

4.7. Preparacion de puntos cuanticos de carbono (CQDs)

Para la sintesis de puntos cuénticos de carbono (CQD) se afiadieron en 30 mL de agua 0.03
M de etilendiamina y 0.06 M de &cido citrico y se sonicé por 30 minutos. Luego, la dispersion
se transfirié a una autoclave de acero inoxidable revestido con teflén a 180 ° C durante 5 h.
El producto final fue soluble en agua, el cual se filtr6 2 veces con papel filtro Whatman del
No. 1 (Figura 4.6). Se obtuvieron puntos cuanticos de carbono a partir de etilendiamina (ED-
CQD).

OH o

© OH s Método
Acido citrico hidrotermal

180 °C por 5 h
=

+ —

p—

A~ _NH, 3
H,N 2 y

Etilendiamina

Figura 4.6. Esquema de preparacion de puntos cuanticos de carbono.
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4.8. Preparacion de puntos cuanticos de carbono con ferritas (C@ MFexO4NPs) u
oxido de zinc (C@Zn0O)

Se dispersaron 100 mg de MFexOs4 0 ZnO en 100 pL de CQDs. Se afiadio 10 ml de etanol y

se sonico por 30 minutos. Se recuperd el producto con un iman (Figura 4.7). Se obtuvieron:

oxido de zinc dopada con puntos cuanticos de carbono (C@Zn0O), magnetita dopada de

puntos cuanticos de carbono (C@Fe304), ferrita de cobalto dopada de cuanticos de carbono

(C@CoFe204), ferrita de niquel dopada de cuanticos de carbono (C@NiFe204), ferrita de

zinc dopada de cuénticos de carbono (C@ZnFe204).

Sonicacion

0.1 g MFe, O, 100 uL CQDs —"j! C@MFe, 0O,
.. my | s
\\J

b)

SWEEA
Sonicacion TESARERS
4 . - o
= 30 min s

e —
0.1 g ZnO 100 pL CQDs C@®zno

o ]

Figura 4.7. Esquema de a) MFexO4 dopado con CQDs y b) ZnO dopado con CQDs.

a)

4.9. Caracterizacion

Difraccion de rayos X: Laestructura cristalina de los nanomateriales se estudio con la técnica
de difraccion de rayos X (XRD). Se estim6 el tamafio promedio de cristal (D) con la ecuacion
de Bebye-Scherrer (ecuacion 4.1) [236]:

D= kA
~ B cosh

(4.1)
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donde k es una constante de Scherrer con valor de 0.9, A es la longitud de onda de los rayos
X con un valor de 0.154nm, S es el ancho completo medio méximo (FWHM, por sus siglas
en inglés) y 8 es el angulo de difraccion en radianes.

Espectroscopia UV-Vis y de fluorescencia: Las propiedades Opticas cualitativas se
investigaron con el espectrofotdmetro ultravioleta visible (Lambda 25, Perkin Elmer) y un
espectrofotometro de fluorescencia (F96Pro, Drawell).

Microscopia electronica: Las propiedades morfoldgicas de los nanomateriales resultantes se
analizaron mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM, por sus siglas en inglés). La
composicion quimica de los nanomateriales resultantes se confirmé mediante un analisis
quimico elemental de Espectroscopia por Dispersion de Energia de rayos X (EDS, por sus
siglas en inglés).

4.10. Ensayos microbioldgicos

Para las pruebas microbioldgicas con los nanomateriales se recurrié a métodos de ensayo
antibacteriano de antibiogramas para busqueda de zonas de inhibicién (ZOI, por sus siglas
en inglés) y la determinacion de la concentracién minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en
inglés) (Figura 4.8). Se adquirieron cuatro especies bacterianas Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Escherichia coli y Salmonella typhi de la Universidad Nacional Autonoma
de México. Cada cepa bacteriana se sembr6 en Caldo Muller-Hinton (CMH) y se incubo
durante 24 h a 37°C.

4.10.1. Zonas de inhibicion por antibiogramas

Los cultivos bacterianos obtenidos se sembraron uniformemente en Agar Meller Hinton
(AMH). Se aplicaron diferentes concentraciones de nanomateriales (50, 100, 200 y 400 pL/
mL) en discos absorbentes de 6mm y se incubaron a 37°C durante 24 h bajo luz visible para
observar el efecto sobre el crecimiento o inhibicién de los microorganismos patégenos. Se
utilizaron controles de extractos vegetales, asi como de Ag NPs, ZnO NPs, Fe304, y MFexOa

(M= Co, Ni, Zn) como materiales comparativos.

4.10.2. Concentracion minima inhibitoria
Se determind la MIC para los nanomateriales contra las cepas bacterianas Gram positiva y
Gram negativa. Se usé el método por disolucién de caldo con modificaciones. Se usaron

placas de microtitulacion de 96 pocillos. Se mezcl6 en cada pocillo 100 pL de inoculo, 100
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puL de CMH y volumenes diferentes (50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15y 10 pL) de nanoparticulas
a concentraciones de 50 mg/mL para ZnO y 80 mg/mL para MFexOas. Todos se incubaron

durante 24 a 37 °C. Después de la incubacion, se coloco 10 pL de una solucion de 10 mM de

cloruro de p- iodonitrotetrazolio en cada pocillo como indicador del crecimiento celular. Al

afiadir el indicador, si hay crecimiento celular, el medio tendra una coloracion roja

evidenciando el crecimiento celular de las bacterias de interés, mientras que, si al afadir el

indicador el pocillo se mantiene incoloro, se evidencia la inhibicion del crecimiento celular,

permitiendo asi, determinar la concentracion minima inhibitoria. Se examino el crecimiento

y se registraron los datos. Los valores de MIC se tomaron como la concentracion mas baja

de los extractos que no mostraban crecimiento en el pocillo. EI experimento se repitié dos

veces para la autenticacion de los datos.

ZnO

-

Bacillus cereus
Escherichia coli
Salmonella typhi

==

Staphylococcus aureus
MFe,O,

C@MFe,0,

Método de concentracion
minima inhibitoria (MIC)

Control

® @)

400 pL Extracto

Método de antibiograma de discos (ZOl)

Figura 4.8. Ejemplo esquematico de la metodologia para la evaluacién de las propiedades
antibacterianas de las bacterias de interés por los métodos de concentracion minima
inhibitoria y por antibiograma de discos para la determinacién de (ZOl).
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4.11. Analisis economico

Se llevo a cabo un anélisis de costo de los reactivos empleados en la sintesis de los distintos
nanomateriales (CNMs), asi como la energia eléctrica requerida para su sintesis (CEE), con
esto tambien se evaluaron las emisiones de gases de efecto invernadero (EGI) generadas
usando la calculadora de emisiones para el Registro Nacional de Emisiones actualizada a
abril de 2021. Con estos criterios tomados se evalUa el coste total empleado en la sintesis de
nanomateriales. En la Tabla 4.1 se muestran los criterios elegidos para la evaluacion

econdmica.

Tabla 4.1. Criterios elegidos para el andlisis de costos de los materiales y energia
utilizados para la sintesis de los NMs.

Criterios econdmicos

CNMs Costo de reactivos empleados en la sintesis de nanomateriales

CEE Costo de la energia eléctrica utilizada para la elaboracién de

los nanomateriales

EGI Emisiones de gases de efecto invernadero
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Observaciones visibles

La formacion de Ag NPs usando extracto de naranja de varias concentraciones (1.0 mM y
2.0 mM) se confirmd inicialmente mediante el cambio de color de las soluciones, esto debido
a un cambio de resonancia del plasmon superficial (Figura 5.1.a). Se confirmo la reduccién
de Ag*a AgP por el cambio de color de transparente a amarillo &mbar [237]. La concentracion
de 1.0 mM muestra un cambio de color més transparente, mientras que la concentracion de
2.0 mM mostrd un color marrén mas concentrado. Las ZnO NPs obtenidas usando extracto
de Ocimum tenuiflorum mostraron polvo fino con una ligera coloracion amarillenta que
puede deberse a los componentes del extracto presentes en las nanoparticulas. Las MFexOa
y C@MFexO4 obtenidas mostraron un color marrén y marrén oscuro respectivamente. Los
polvos de las ferritas presentan una aglomeracién debido a su propiedad ferromagnética. Los
CQDs sintetizados a partir de acido citrico y de la etilendiamina presentaron un tono amarillo

claro (Figura 5.1.b), a la luz ultravioleta se le aprecia su propiedad de fluorescencia.

a) Solucién de ESC
Cooo ?.—'
§g6S e \
ooooo/ o
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® 3 “e ® 2ege
lones de plata Formacién de
(Ag*) nanoparticulas

de plata
(Ag°)

b)

Figura 5.1. (a) Diagrama de formacion de Ag NPs; b) a la izquierda, Ag NPs a
concentraciones de 1.0 mM y 2.0 mM respectivamente y; a la derecha, CQD-etilendiamina.
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5.2. Propiedades estructurales, difraccion de rayos X (XRD)

Se obtuvieron las propiedades estructurales de los nanomateriales de ZnO, Ag/ZnO, C@ZnO,
Fe304, C@Fe304, ZnFexO4, C@ZnFer04, CoFer04, C@CoFex04, NiFe:04, C@NiFe 04 y
CQDs mediante la caracterizacion por XRD. Se determiné el tamafio promedio de cristal
mediante la ecuacion de Scherrer. Se hizo una comparacion en la Tabla 5.1 de los angulos de
los patrones de difraccion comparados con las listas de las tablas internacionales de

Difraccion de Polvo (PDF, por sus siglas en inglés).

5.2.1. Oxidos de zinc

Las ZnO NPs, Ag/ZnO NPs y C@ZnO se caracterizaron por medio de XRD, obteniéndose
los patrones de difraccién mostrados en la Figura 5.2, asi como los picos caracteristicos del
material. La posicion de los picos XRD coincidieron muy bien con los valores estandar de
PDF (JCPDS 36-1451) [238, 239]. Por lo que se puede concluir que las matrices de los
nanomateriales preparados son altamente cristalinas. Se obtuvo que el pico dominante a
20=36.130° para el plano (101) y otros picos de baja intensidad a 26= 31.66°, 34.36°,
47.436°, 56.453°, 62.767°, 66.352°, 67.836°, 68.942°, 76.257° y 83.99° que surgen de los
planos cristalinos (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200), (201) y (202)
respectivamente. Se obtuvo el tamafio promedio de cristal con un valor de 10.38 nm. La
posicion de los picos XRD para Ag se encontraron en 20=38.025°, 41.202° y 76.751° que
surgen de los planos cristalinos (111), (200) y (311) respectivamente. No se percibe la sefial
de CQDs debido a la intensidad. El tamafio medio de cristal resultdo en 11.70 nm, 12.08 nm,

22.48 nm y 7.70 nm para ZnO NPs, Ag/ZnO NPs, C@ZnO y Ag, respectivamente.
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Figura 5.2. Patron de difraccion de rayos X de ZnO, Ag/ ZnO y C@ZnO.

5.2.2. Ferrita de Zinc (ZnFe204)
El patron XRD de ZnFe>O4 se muestra en la Figura 5.3, asi como los picos caracteristicos del

material y la orientacion de sus planos cristalinos. Los principales picos de difraccion de la
espinela 26= 29.93°, 35.24°, 36.85°, 42.85°, 53.17°, 56.67°, 62.19° y 73.64° se atribuyen a
los planos (220), (311), (222), (400), (422), (511), (440) y (533) [240]. C@ZnFe204 no
muestra diferencias respecto a ZnFe.Os, lo que significa que CQDs se distribuyeron

uniformemente. El tamafio medio de cristal resulté en 24.97 nm y 24.68 nm para ZnFe;O4 y

C@ZnFez04, respectivamente.
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Figura 5.3. Patron de difraccién de rayos X de ZnFe.Osy C@ZnFe20a4.

5.2.3. Magnetita (FesO4)

El patron XRD de Fe3z04 se muestra en la Figura 5.4, se observaron los picos caracteristicos
de las nanoparticulas de magnetita obtenidas, e de acuerdo con el patron estandar para
magnetita (JCPDS 19-0629), asi como la orientacion de sus planos cristalinos. Se obtuvo el
pico dominante a 20= 35.561° correspondiente al plano (311) y otros picos de baja intensidad
a 20 = 30.0096°, 37.943°, 43.156°, 54.008° y 57.091° que corresponden a los planos (220),
(222), (400), (422) y (511) respectivamente, ademas, en el patron de difraccion aparecen dos
picos correspondientes a la hematita (JCPDS 33-0664), los cuales estan presentes en 26 =
33.138° y 49.460° con los planos asignados en (104) y (024) respectivamente, 1o que sugiere
que en la sintesis formo dos estructuras provenientes del 6xido de hierro (FesOs y Fe203)
[241]. El tamafio medio de cristal resultdé en 20.22 nm y 21.02 nm para FezOs y C@Fe30s4,

respectivamente.
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Figura 5.4. Patron de difraccion de rayos X de FesOsy C@Fe30a.

5.2.4. Ferrita de cobalto (CoFe20a4)

Para CoFe204, se obtuvieron los planos XRD mostrados en la Figura 5.5, asi como los picos
caracteristicos del material y la orientacion de sus planos cristalinos. El patron XRD sugiere
que todos los picos indexados tienen una estructura espinela cubica de 6xido de cobalto
(CoFe204) (tarjeta JCPDS No. 5-667) con fina cristalinidad [242]. Estas reflexiones
pertenecen a la estructura cubica tipo FCC, con esto, el analisis del patron XRD confirma la
estructura de espinela cubica monofasica de las muestras preparadas [243]. Se presentan
ligeras impurezas debido a la aparicion adicional de picos cerca de los planos (400) y (422),
esto, segun la literatura, corresponde a los picos de la hematita, en 26= 33.16° y 49.42° con
los planos (104) y (024) respectivamente. Se obtuvo el pico dominante a 26= 35.65° para el
plano (311) y otros picos de baja intensidad a 26= 30.26°, 35.65°, 43.35°, 53.81°, 57.37°,
63.01° y 74.62° que surgen de los planos cristalinos (220), (311), (222), (400), (422), (511),
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(400) y (533) respectivamente. Se obtuvo el tamafo promedio de cristal con un valor de 13.97

nm, confirmando la naturaleza cristalina de CoFe20a.

— C@CoFe,0O,
CoFe O,

(311)
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20 (grados)
Figura 5.5. Patron de difraccion de rayos X de CoFe;04y C@CoFe20s.

5.2.5. Ferrita de niquel (NiFe204)

El patron XRD de NiFe2O4 se muestra en la Figura 5.6, asi como los picos caracteristicos del
material y la orientacién de sus planos cristalinos. Los planos indican que hay una estructura
de cristal de espinela cubica inversa de ferrita niquelada y coincide con las puntas estandar
que se muestran en J CPDS: 74-2081[244]. Se obtuvo que el pico dominante a 26= 35.56°
para el plano (311) y otros picos de baja intensidad a 26= 30.2°, 35.57°, 43.24°, 53.69°,
57.18°, 62.79° que surgen de los planos cristalinos (220), (222), (400), (422), (511) y (400)
respectivamente. Se obtuvo el tamafio promedio de cristal con un valor de 13.43 y 13.39 nm

para NiFe2O4 y C@NiFe204, respectivamente.

64



—— C@NiFe,0,
——NiFe,O,

(311)

Intensidad (a.u.)

20 30 40 50 60 70
26 (grados)

Figura 5.6. Patron de difraccion de rayos X de NiFexOsy C@NiFe204.

5.2.6. Puntos cuanticos de carbono (CQDs)
El patrén de difraccion para CQDs (Figura 5.7) muestra un pico ancho intenso caracteristico
a 20 = 19.72° y un pico débil a 20 = 41.483° que son asignados a (002) y (101)

respectivamente. Estos picos caracteristicos corresponden a patrones de difraccion a carbono

grafitico [245].
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Figura 5.7. Patron de difraccion de rayos X de CQDs.
Tabla 5.1. Intensidad de los picos para cada plano.
Pico Pico de difraccion 26 [°]
ZnO A26 Ag/ZnO A26 C@ZnO A20

(100) 31.675 0.095 31.754 0.016 31.691 0.079
(002) 34.363 0.059 34.361 0.061 34.325 0.097
(101) 36.164 0.089 36.218 0.035 36.187 0.066
(102) 47.456 0.083 47.495 0.044 47.538 0.001
(110) 56.435 0.168 56.541 0.062 56.513 0.090
(103) 62.783 0.081 62.821 0.043 62.869 0.005
(200) 66.322 0.058 66.354 0.026 66.35 0.030
(112) 67.865 0.098 67.887 0.076 67.857 0.106
(201) 69.009 0.091 69.05 0.05 69.051 0.049
(004) 72.473 0.089 72.442 0.12 72.532 0.030
(202) 76.883 0.072 76.856 0.099 76.932 0.023
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Pico  Pico de difraccion 20 [°]

ZnFe;Os  A20 Fe304 A20  CoFeOs  A20  NiFexOs  A20
(220) 2993 0.045 30.111  0.028 30.244  0.074 30.284 0.114
(331) 3524 0.022 35781  0.409 35.683 0.917 35544 1.056
(222) 36.85 0.049 37943 0.836 37.324 1.636 37.205 1.755
(400) 4285 0.035 43.156  0.098 43.316 0.316 43.296 0.296
(422) 53.17 0.095 54.008 0.537 53.896 0.496 53.589 0.189
(511) 56.67 0.083 57.091  0.066 57.357 0.217 57.317 0.177
(440) 62.19 0.014 62806 0.244 63.033 0.243 62.776 0.014
(533) 73.64  0.255 - - 74.701 0.601 74444 0.344

5.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se empled el microscopio electrénico de barrido (SEM) con electrones secundarios para
identificar la morfologia de los distintos nanomateriales sintetizados. Para complementar la
técnica se llevo a cabo, un analisis quimico elemental de los nanomateriales sintetizados

(Tabla 5.2) por Espectroscopia por Dispersion de Energia de rayos X (EDS).

5.3.1. Nanoparticulas de plata (Ag NPs)

Para Ag, se observa en las Figuras 5.81 y 5.8ii, en aumentos de 35000x y 13000x
respectivamente, formas cuasiesféricas, prevaleciendo también formas irregulares, entre ellas
algunas debido a la aglomeracion de particulas que puede deberse a la presencia de grupos
funcionales provenientes de la sintesis a partir de los componentes organicos de la cascara
de naranja. Se complement6 el analisis con la técnica de analisis quimico elemental (Tabla
5.2) por EDS, obteniéndose asi, el porcentaje de Ag NPs, siendo que el material se conformo

por un 100% de plata en porcentaje en peso.
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Figura 5.8. Imagenes obtenidas por SEM, correspondientes a la morfologia de las Ag NPs.

5.3.2. Nanoparticulas de éxido de zinc (ZnO NPs)

Se analiz6 la morfologia de 6xido de zinc (ZnO), 6xido de zinc dopado con plata (Ag/ZnO)
y oxido de zinc dopado con puntos cuanticos de carbono (C@Zn0O). Para ZnO (Figura 5.9i1),
se observan a un aumento de 9000x, formas esféricas y porosas en aglomerados, lo cual se
aprecia a un aumento de 20000x en la figura 5.91, que muestra los aglomerados de ZnO en
estructuras poco dispersas. Para Ag/ZnO (Figura 5.9iii ), se observan a un aumento de
13000x, formas esféricas y porosas en aglomerados correspondientes al 6xido de zinc, por
otra parte, se aprecian formas esféricas mas claras en el aglomerado, lo que corresponde a las
nanoparticulas de plata, sin embargo, no se aprecia una distribucion uniforme, y debido al
aumento, no es posible una mejor apreciacion de este dopaje, sin embargo, en la figura 5.91iv
se aprecia bajo aumento de 6500x, se aprecia de mejor manera la morfologia porosa de las
Zn0, ya que en la superficie de los aglomerados se observan rugosidades y cavidad, ademas,
también es posible observar puntos claros sobre la superficie de las NPs, que corresponden a
las Ag NPs. Para C(@ZnO, se observan en las Figuras 5.9v y Figura 5.9vi, formas irregulares
y porosas en estructuras aglomeradas como predominantes, sin embargo, es posible observar
formas esféricas y cuasiesféricas. Debido al aumento no es posible observar de forma mas

clara su morfologia, ademas de su dopado con puntos cuanticos de carbono.
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Figura 5.9. Imagenes obtenidas por SEM, correspondientes a la morfologia de,

correspondientes a la morfologia de (i y ii) ZnO NPs, (iii y iv) Ag/ZnO y (v y vi) C@ZnO.

5.3.3. Nanoparticulas de ferrita de zinc (ZnFe204)

Para ZnFe>O4, a un aumento de 15000x (Figura 5.101), se observan a observan a esta
ampliacion, particulas aglomeradas cuyo tamafio y forma no se alcanza a visualizar
claramente; para la figura 5.1011 a un aumento de 30000x, se aprecia un acercamiento de las
estructuras, donde se observan formas esféricas aglomeradas. C@ZnFe;O4, por otra parte, en
la Figura 5.10iii a un aumento de 25000x se observan formas esféricas y cuasiesféricas

aglomeradas en una estructura mas grande, en cambio, en la Figura 5.10iv, a un aumento de
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17000x, se observan del mismo modo, formas esféricas y aglomeradas, pero con una mayor
dispersion en comparacion. No se aprecia la distribucion de CQDs en C@ZnFe>O4, debido a

su tamafo. La dispersion de los elementos se llevo a cabo con el analisis por EDS.

§ ‘
BEC 20kV  WD10mm SS50 X15,000 1pm  e— BEC 20kV. " WD10mm  SS50 X30,000 0.5pm —
ZFO o

BEC 20kV  WD10mm  SS500SSSE %250 | — BEC 20kV  WD10mm SS50 X17,000 Apm = e—
CZF S p 5 (743

Figura 5.10. Imagenes obtenidas por SEM, correspondientes a (i y ii) ZnFexO4 y (iii y iv)
C@ZHFC204.

5.3.4. Nanoparticulas de magnetita (Fe3O4)

Para Fe;Os4, en la Figura 5.111, a un aumento de 20000x, se observan formas esféricas y
aglomeradas, debido a sus propiedades paramagnéticas, en cambio en la Figura 5.111i, a un
aumento de 6500x, se observan formas esféricas de diferentes tamafios formando cimulos.
Para C@Fe304, en la Figura 5.11iii, a un aumento de 12000x, se observa del mismo modo,
formas esféricas y aglomeradas, pero con una mayor dispersion en comparacion a ZnFe>Oa;
en la Figura 5.11iv se observa con mayor claridad, la distribucion de las NPs esféricas de

distintos tamafios a lo largo de la estructura aglomerada. No se aprecia la distribucion de
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CQDs en C@Fe304, debido a su tamaro. La dispersion de los elementos se Ilevd a cabo con

el andlisis por EDS.

BEC 20kV WD10mm  SS50 x20,000 1pm BEC 20kV WD10mm  SS50

Fe

BEC 20kV WD10mm  SS50 x12,000 1pm —_— BEC 20kV WD10mm  SS50
C-Fe C-Fe

Figura 5.11. Imagenes obtenidas por SEM, correspondientes a (i y ii) Fe3Os y (iii y iv)
C@Fe30a.

5.3.5. Nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe204)

Para CoFe;04, a un aumento de 27000x y 30000x (Figuras 5.121 y 5.121ii, respectivamente),
se observan formas esféricas y aglomeradas, estas a la vez, se encuentran dispersas en
estructuras porosas, debido a sus propiedades paramagnéticas. Para C@CoFe2O4, en un
aumento de 9000x (Figuras 5.12iii), se aprecian formas esféricas dispersas uniformemente
en una estructura mas grande y a un aumento de 18000x (Figuras 5.12iv), es observa del
mismo modo, formas esféricas y aglomeradas. No se aprecia la distribucion de CQDs en
C@CoFey04, debido a su tamafio. La dispersion de los elementos se llevé a cabo con el

analisis por EDS.
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Figura 5.12. Imagenes obtenidas por SEM, correspondientes a (i y ii) CoFe2Os y (iii y iv)
C@CoFex0s.

5.3.6. Nanoparticulas de ferrita de niquel (NiFe204)

Para NiFe>O4, a un aumento de 25000x (Figuras 5.131y 5.13ii), se observan formas esféricas
y cuasiesféricas, ademas de una aglomeracion entre ellas; estas a la vez, se encuentran
dispersas en estructuras porosas de mayor tamano. Para C@NiFe>O4, en la Figura 5.13iii, a
un aumento de 14000x, se observan del mismo modo, formas esféricas y una mayor
aglomeracion, sin embargo, se observan también algunos puntos mas claros indicando
elementos o moléculas mas pesadas al resto de las NPs, por lo que podria estar contaminado;
para la Figura 5.13iv se observa una mejor distribucion en las NPs, sin embargo, la definicion
solo permite ver una forma rugosa sobre la estructura observada. No se aprecia la distribuciéon
de CQDs en C@CoFe»04, debido a su tamafio. La dispersion de los elementos se llevé a cabo
con el analisis por EDS.
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Figura 5.13. Imagenes obtenidas por SEM, correspondientes a (i y ii) NiFexO4 y (iii y iv)
C@NiFeyOs4.

5.3.7. Puntos cuénticos de carbono (CQDs)

Para CQDs, en la Figura 5.144i, se observa a bajo aumento (5000x) formas esféricas uniformes
aisladas de tamafio microscopico. Sin embargo, en la Figura 5.14ii, se observan formas
irregulares y amorfas. Se complement6 el analisis con la técnica de andlisis quimico
elemental (Tabla 5.2) EDS, obteniéndose asi, nanoparticulas en estado puro, conformandose
de carbono en un 100 % en peso.
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Figura 5.14. Imagenes obtenidas por SEM, correspondientes a CQDs.
Tabla 5.2. Analisis quimico elemental de NPs por EDS

Peso elemental (%)

NPs

C @) Fe Co Ni Zn Ag
Ag 3 ; - ] - - 100.00
ZnoO - 3761 - - - 62.39 -
AQ/ZnO - 24.34 - - - 7253 3.13
C@zn0O 1.60 36.08 - - - 66.19 -
CQD 69.88 30.12 - - - - -
FesO4 - 4215 5434 - - 351 -
CoFe;04 - 36.42 4469 18.89 - - -
NiFe204 - 31.19 4540 - 2342 - -
ZnFez04 - 2445 48.16 - - 27.40 -
C@Fe304 2151 2579 4944 - - 3.26 -

C@CoFez04 19.70 1823 4406 18.01 - - -

C@NiFe204 8.90 2440 4370 - 2290 -

C@ZnFe204 1790 16.20 4430 - - 21.20




5.4. Propiedades Opticas

Se uso espectroscopia UV-Vis de liquidos y solidos. Se obtuvieron los espectrogramas de los
extractos de naranja y albahaca, asi como los espectrogramas de Ag NPs 'y CQDs. Ademas,
se calculd la banda prohibida de los 6xidos metalicos a partir de los espectros de absorcion

extrapolandolos a graficos de Tauc.

5.4.1. Extractos vegetales

El uso de la cascara de naranja (Citrus sinensis) para la sintesis de Ag NPs se uso6 debi6 a sus
componentes fitoquimicos, principalmente por el Linalool, usado en reacciones para reducir
metales y obtener soluciones coloidales. EIl espectro de solucion incolora, presenté bandas
nitidas a 320 nm para linanol [246]. En 280 nm se presenta D-limoneno, otro componente
presente en Citrus sinensis [247]. El espectro del extracto de Citrus sinensis (ECS) UV-Vis
se puede observar en la Figura 5.15a. Entre los vegetales utilizados para sintetizar
nanoparticulas, las hojas de varias plantas contienen componentes fitoquimicos que
reaccionan con componentes quimicos a la hora de sintetizar. Las hojas de albahaca (Ocimum
tenuiflorum) son utilizadas principalmente como planta de ornamento y como especia en
gastronomia. Los componentes principales que se encuentran en sus hojas se midieron por
espectroscopica de UV-Vis. Se encontraron: B-cariofileno cerca de 200 nm [248], metil
eugenol en 280 nm [249] y alcanfor cerca de 340 nm [250]. El espectro del extracto de

Ocimum tenuiflorum (EOT) UV-Vis se puede observar en la Figura 5.15b.
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Figura 5.15. Se muestran espectrograma de los extractos vegetales de a) Citrus sinensis
(ECS) y b) Ocimum tenuiflorum (EOT)

5.4.2. Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata (Ag NPs) se midieron en el rango de 200-700 nm en
espectroscopia UV-Vis. El espectro de absorcidn del extracto de cascara de naranja y las Ag
NPs sintetizadas se muestran en la Figura 5.16a observando la banda en el rango visible en
la longitud de onda de 435 nm originado por el efecto de plasmén de Ag® conforme la
concentracion aumento. El resultado del espectro mostré la alta concentracion de 2 mM del
extracto demostrando que efectivamente genera Ag NPs (Figura 5.16b). Se hizo un
seguimiento de la formacion de Ag NPs a 120 minutos, a partir de la reduccion de la sal de
plata, dando un pico en cerca de 450 y mostrandose, ademas, los componentes principales
de, por la formacion de Ag NPs, el incremento de concentracion para los componentes de la

cascara de naranja (Figura 5.16c¢).
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Figura 5.16. a) Comparacion de sintesis de Ag NPs a partir de métodos tradicionales y
métodos verdes; b) Ag NPs a diferentes concentraciones en un espectrograma de UV-Vis; c)
Formacion de Ag NPs a 120 minutos.

5.4.3. Puntos cuanticos de carbono

Se obtuvieron puntos cuénticos de carbono (CQDs) utilizando &cido citrico y agregando
etilendiamina (ED) como una fuente de nitrégeno, por una sintesis solvotermal, con
propiedades fluorescentes. Se obtuvo el espectro de absorcion atdbmica, donde se observaron
las bandas absorcion en 360 nm que se atribuyen a la transicion n-n* del punto de carbono
(Figura 5.17.a) [251]. En un espectrometro de fluorescencia F96Pro de Drawell, con un filtro
de 310 nm, se obtuvo el espectro de fluorescencia de lo CQDs y se observé la emision de la
muestra excitada a 430 nm (Figura 5.17.b). Una emision de fluorescencia en lo visible se
debe a electrones y agujeros fotogenerados atrapados en los sitios de la superficie y su
recombinacion radiactiva asociada, mostrando que CQDs exhibieron una buena caracteristica

fluorescente que puede mejorar las propiedades 6pticas [251].
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Figura 5.17. Se muestran a) el espectrograma UV-Vis de CQDs y b) espectrograma de
fluorescencia de CQDs.

5.4.4. Calculo de la banda prohibida de los 6xidos metalicos

Se realizaron estudios de fotoactividad de los nanomateriales semiconductores por medio de
espectrofotometria UV-Vis de estado sélido. A partir de los espectros de absorbancia se
calculd la banda prohibida (Eg) de los nanomateriales semiconductores. La energia de la
banda prohibida de absorcion se puede calcular con la ecuacion de Einstein-Plank (ecuacion
5.1):

E=hv (5.1)

donde h es la contante de Plank (h = 6.62.6x1073%] - s) y v es la frecuencia del foton. Si se
toma la relacion v = % donde ¢ es la velocidad de la luz (c = 2.997x108m/s) y A es la

longitud de onda (nm), se puede sutituir la ecuacion 5.1 por (ecuacion 5.2):

_ hc (5.2)
E= y

Esta ecuacion encuentra la energia del foton con la correlacion de su longitud de onda. A
partir de una extrapolacién de los datos en un grafico de Tauc, es posible obtener el valor de

la banda prohibida. La férmula de Tauc se indica a continuacion (ecuacion 5.3) [195]:

(ahv)" =K (hv — E) (5.3)
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donde hv es la energia del foton incidente, « es el coeficiente de absorcion, K es la constante
de energia independiente y n es la representacion de la naturaleza de transicion, con un valor
de 2 para transicion directa y ¥ para transicion indirecta. Para este caso, la transicion se
considera directa, con n = 2. El valor de la banda prohibida se obtiene en unidades de [Jm],
por lo que el valor de Egobtenido se convierte en electronVolts [eV] (] =
1.602x1071% eVm). En la Tabla 5.3 y Figura 5.18, 5.19 y 5.20 se observan los valores

obtenidos para la banda prohibida de los nanomateriales semiconductores.

5.4.5. Banda prohibida de CQDs

El valor obtenido de E, para CQDs fue de 1.57 eV (Figura 5.20), un valor menor al valor
obtenido en la literatura. Esto puede deberse al tamafio, ya que mientras mas grandes sean
las particulas mas pequefio es el valor de E,, ademas de la influencia de su dopado con

nitrégeno que da mayor sensibilidad a la absorcion [213].

5.4.6. Banda prohibida de ZnO, Ag/ZnOy C@ZnO

El valor para ZnO, Ag/ZnO y C@ZnO correspondieron a 3.21, 3.18 y 3.13, respectivamente
(Figura 5.18). Se infiere que al dopar el ZnO, el valor de E, disminuye. Para el caso de
Ag/ZnO, los iones Zn*? de la red de ZnO fueron remplazados por iones Ag*, esto debido a la
resonancia de plasmon de superficie local [252]. En el caso de C@ZnO, la disminucion se
debe a la unién de CQDs a ZnO, donde CQDs se comporta como un donador de electrones,
ademas, se da el caso de que CQDs pueda acumular electrones mediante la supresion de la
recombinacion de huecos de electrones (h*), asi, la fotoenergia de que acumulé CQDs se
transfiere a ZnO [253].
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Figura 5.18. Graficos de Tauc para el célculo de la banda prohibida de ZnO, Ag/ZnO y
C@znO.

5.4.7. Banda prohibida de MFexOa4

Para las ferritas, los valores para sus bandas prohibidas fueron: 1.84 eV para ZnFe0a, 3.85
eV para Fez04, 1.48 eV para CoFe;04, 3.55 eV para NiFe;O4 (Figura 5.19). Comparando sus
valores con MFexOs, resultaron ser mayores, a excepcion de ZnFe»Os4, donde su banda

prohibida resulta en un valor menor a C@ZnFe;0a.
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Figura 5.19. Gréficos de Tauc para el calculo de la banda prohibida de MFexQOa.

5.4.8. Banda prohibida de C@MFexO4

Para las ferritas dopadas con CQDs, los valores para sus bandas prohibidas fueron: 3.84 eV
para C@ZnFe204, 3.78 eV para C@Fe304, 1.29 eV para C@ZnFe;0s y 1.6 eV para
C@NiFe204 (Figura 5.20). El efecto causado por los CQDs en las ferritas es similar al caso
de C@ZnO, donde los CQDs son donadores de electrones para las ferritas, en este caso, dadas
sus estructuras espinelas, a excepcion de C@ZnFez04, donde el valor de E; se ve
incrementado, se requiere mayor energia para superar la banda de valencia para alcanzar la
banda de conduccion. Esto puede deberse a injerencia en el instrumento a la hora de hacer la

lectura del material.

En general, E, es mas grande cuando el tamafio de grano de un semiconductor es mas chico
0 puede deberse al intercambio de electrones entre los CQDs y mas los electrones de las

ferritas espinelas [254].
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Tabla 5.3. Valor de la banda prohibida 6ptica calculado a partir de la relaciéon de Tauc.

MONPs Eq (eV) Egq (eV) Ref.
Relacion de Tauc Referencia
CQDs 1.57 ~2.40-1.90 [213]
ZnO 3.21
Ag/ZnO 3.18 ~3.37 [255]
C@ZnO 3.13
ZnFe0q 1.84
~1.90 [256]
C@ZnFe20q 3.83
FesOq4 3.85
~3.49 [257]
C@Fe304 3.78
CoFex0q4 1.48
1.17-1.34 [186]
C@CoFe,0q 1.29
NiFe>O4 3.55
_ 2.19 [254]
C@NiFe20q 1.60

5.5. Ensayos antibacterianos

Teniendo en cuenta las caracterizaciones hechas previamente a los nanomateriales
sintetizados, se evaluaron las propiedades antibacterianas para ZnO, Ag/ZnO, C@ZnO,
Fe304, C@Fes304, ZnFe204, C@ZnFe204, CoFe204, C@CoFe204, NiFe204, C@NiFez04,
CQDs y Ag frente a diferentes patdgenos Gram positivos (Bacillus cereus y Staphylococcus

aureus) y Gram negativos (E. coli y Salmonella typhi) (Figura 5.21, Tabla 5.4 y Tabla 5.5)

5.5.1. Zonas de inhibicion

Utilizando el método antibiograma de discos se probaron de forma cualitativa la actividad
antibacteriana de ZnO, Ag/ZnO, C@ZnO, Fe30s, C@Fe304, ZnFe2Os, C@ZnFer0s4,
CoFex04, C@CoFex04,NiFe204, C@NiFe204, CQDs y Ag. Se utilizaron cajas Petri de vidrio
de 90 mm, donde se vertid agar nutritivo Miiller-Hilton, se sembraron entonces las bacterias
Gram positivas (S. aureus y B. cereus) y Gram negativas (E. coli y S. typhi). Posteriormente
se colocaron discos de papel filtro Whatman de 6 mm de didmetro impregnados con las

diferentes nanoparticulas en concentraciones diferentes (50, 100, 200 y 400 pL). Para
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MFexO4 y ZnO, se expusieron a la luz visible durante 24 h para activar las propiedades
fotocataliticas. Los resultados de la inhibicidn se muestran en la Tabla 5.3, asi como en la
Figura 5.21. Las Ag NPs (107 mg/mL) presentaron una naturaleza antibacteriana, por lo que
sirvio de control para comprobar la eficiencia antibacteriana. Las Ag NPs mostraron halos de
inhibicién en promedio mayores al resto de las nanoparticulas usadas, teniendo mayor
inhibicion de a mayor concentracion. En promedio, Ag NPs tiene un mayor efecto
antimicrobiano en B. cereus seguido de S. typhi y S aureus, que presentaron un halo de
inhibicién similar, y finalmente E. coli. No se presentd un patron de inhibicion con relacion
al tipo de pared celular. Para CQDs, se presentd inhibicion bacteriana afectando en menor
proporcion a S. typhi, seguido de E. coli; para S. aureus y B. cereus, se presentd una mayor
inhibicion, siendo estas muy similares, por lo tanto, se puede apreciar un patréon de
comportamiento antibacteriano debido al dafio causado a la membrana celular, siendo asi,
que causa mayor dafio a las bacterias de tipo Gram (+). En comparaciéon con Ag NPs, en

general, presenta una menor inhibicion.

Las ZnO NPs (50 mg/mL) presentaron propiedades antibacterianas, al mostrar halos de
inhibicion y en comparacion con Ag NPs, el didmetro de inhibicion fue menor. El
comportamiento para las bacterias, en promedio, muestra un mayor halo de inhibicion para
B. cereus, seguido de S. typhi, S. aureus, teniendo estas dos bacterias, un compartimento
parecido y, finalmente E. coli. Para Ag/ZnO NPs (50 mg/mL), se presentaron halos de
inhibicion para las cuatro bacterias, siendo estas mayores que ZnO NPs para E. coli y para S.
typhi, pero menores que Ag NPs, sin embargo, para S. aureus y para B. cereus, los diametros
de los halos de inhibicion resultaron ser menores que ZnO NPs, siendo asi, que para las
bacterias Gram-negativa, se presenta un mayor dafio a la membrana celular. Para apreciar
mejor el efecto antibacteriano de ZnO se hizo la comparativa con el material dopado con Ag
y CQDs. Las C@ZnO NPs (50 mg/mL) presentaron halos de inhibicién para las cuatro
bacterias, siendo su comportamiento antibacteriano mayor para B. cereus, mientras que para
S. aureus, E. coli y S. typhi su comportamiento fue muy similar. En comparaciéon en ZnO
NPs, su comportamiento antibacteriano se resultd ser menos efectivo para B. cereus, pero
mayor que Ag/ZnO NPs; para las demads bacterias, su comportamiento antibacteriano resultd
superior a ZnO NPs; en comparacion con Ag NPs, C@ZnO NPs resulté eficiente solo para

E. coli.
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Para C@ZnO NPs con CQDs, el comportamiento de inhibicion para S. aureus, es similar, sin
embargo, CQDs tiene mejores resultados que C@ZnO NPs; en el caso de B. cereus, C@ZnO
NPs presenta mayor efecto antibacteriano, sin embargo, son similares; para E. coli y S. typhi,
C@ZnO NPs es mejor como material antibacteriano, donde se aprecia un diametro mayor de
inhibicién en comparacion con CQDs. Para ZnFe;Os las propiedades antibacterianas
resultaron ser bajas, en promedio, presenta poca inhibicion, siendo S. #yphi la bacteria mas
afectada por el nanomaterial, seguida por B. cereus, después por S. aureus y al final por E.
coli, sin embargo, apenas hay diferencia entre los didmetros de los halos de inhibicion, esto
no permite distinguir el dafio por tipo de pared celular (Gram (+) o Gram (-)). Comparando
ZnFe 04 con ZnO, ZnO NPs presenta mejores propiedades antibacterianas. Para
C@ZnFe;04, los halos de inhibicion que se midieron, resultaron en mayor diametro para S.
aureus, seguido de B. cereus, en tanto, para E. coli y S. typhi, los didmetros resultaron se
parecidos, pero menores a S. aureus y B. cereus. Comparando C@ZnFe>O4 con ZnFe;Os,
resulté haber mejores efectos antibacterianos al dopar a ZnFe>Os4, ya que los didmetros de
inhibicion en C@ZnFe;04 son mayores, pero en comparacion con CQDs, sus efectos en todas
las bacterias resultaron ser menores, excepto para E. coli, donde se ve una mejora en la
inhibicion; del mismo modo al compararlo con ZnO NPs, C@ZnFe;04 presenta efectos
menos dafiinos a las bacterias. Para apreciar mejor el efecto antibacteriano de ZnFe;O4y
C@ZnFe 04, se hizo la comparativa con demads ferritas a partir de otros metales M (M= Fe,
Co y Ni). Para Fe304, no se observan propiedades antibacterianas relevantes, siendo que, para
el didmetro de 6 mm, la inhibicién que presenta no supera los 6.4 mm, y para las cuatro
bacterias usadas (S. aureus, B. cereus, E. coli 'y S. typhi) se mantienen en una proporcion muy

similar.

Para C@Fes;04, las propiedades antibacterianas se presentan en mayor inhibicion para E. coli,
seguida de S. typhi, le sigue S. aureus y en B. cereus no hay inhibicion. Se aprecia el patron
de inhibicidn con relacion al dafio provocado a la membrana celular, siendo asi, hay mayor
dano en las bacterias Gram-positiva que en las bacterias Gram-negativa. En comparacioén con
Fe;04, los efectos antibacterianos aumentan del mismo modo que con ZnFe;O4 al doparlas
con CQDs, por otro lado, al compararlas con CQDs, C@Fe3;O4 tiene menor efecto
antibacteriano. Para C(@CoFe>Os4, los halos de inhibicidon que se midieron, mostraron efectos

antibacterianos, habiendo una mayor inhibicién en para S. typhi y S. aureus que resultaron
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tener diametros similares, por otra parte, S. aureus presentd menor inhibicién que S. typhi y
S. aureus, por ultimo, E. coli mostré6 menos inhibicion a diferencia de las demas bacterias.
Comparandola con ZnFe>O4, CoFe2O4 mostré mayores propiedades antibacterianas a
excepcion de S. aureus, donde la inhibicion fue similar. Para C@CoFe»Os4, las propiedades
antibacterianas, S. aureus y en B. cereus presentaron mayor inhibicion, siendo estas muy
similares, seguida de S. #yphi y, por ultimo, la bacteria que presentd menor inhibicion fue E.
coli. Comparandola con CoFe;04, C@CoFexO4 presentd mayor inhibicion para S. aureus, B.
cereus y E. coli, pero, para S. typhi, su inhibicion disminuyd. Comparando C@CoFe>O4 con
C@ZnFe 04, esta presentd mayor inhibicion. En el caso de comparar C@CoFe04 con
CQDs, C@CoFe>04 presentd mayor inhibicion para la bacteria E. coli, sin embargo, para las
demas bacterias, su halo de inhibicion, resulté ser mas baja que para CQDs. Para NiFe;Oas,
los halos de inhibicién mostraron que hubo mayor dafio para la bacteria S. typhi, seguida de
S. aureus, B. cereus y finalmente E. coli, no se muestra un patrén que infiera en el dao con
relacioén a su membrana celular, ya que para S. aureus, B. cereus y E. coli el dano es similar,
tomando de referencia el diametro del halo de inhibicién. Si se compara con ZnFe;Os,
NiFe204 tiene un comportamiento similar. Para C@NiFe2Os, se observd que hay mayor
inhibicion para la bacteria B. cereus, seguida de E. coli, por otro lado, S. aureus y S. typhi
mostraron menor didmetro de inhibicion, ademas de un comportamiento similar.
Comparando C@NiFe>O4 con C@ZnFe>04, C@NiFe204 tuvo un compartimento similar en
la inhibicion, sin embargo, para B. cereus, C@ZnFe:O4 mostrd una mejor propiedad
antibacteriana. Comparando C@NiFe;04 con CQDs, C@NiFe204 mostré menores efectos

antibacterianos.
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Tabla 5.4. Comparacion de pruebas antimicrobianas con la técnica de zonas de inhibicion

(ZOl)
Compuestos Diametros de la zona de inhibicion (ZOI, mm)
Concentracion Gram (+) Gram (-)

(mg/mL) S.aureus  B. cereus E. coli S. typhi
Ag 0.107 9.8+0.2 111+03 82%05 104 +0.3
CQDs 100 9.0+04 8.8+0.2 6.4+0.3 75+0.3
ZnO 50 101+0.3 7.8x05 7.3+0.3 81+05
AQ/ZnO 50 84+0.6 76+0.2 83+04 9.3+04
C@zn0O 50 9.3+0.2 8.3+0.9 8.3+0.4 8.22+0.2
ZnFez04 50 6.7+0.3 6.6 +0.2 6.3+0.1 6.8+0.1
C@ZnFe204 50 6.6 +0.3 7.0+£0.2 6.6+0.1 6.5+0.3
CoFe;04 50 7.7+04 6.6 +0.2 6.2+0.2 7.8+0.2
C@CoFe;04 50 76+0.3 7.5+0.3 6.8+0.2 74+04
FesO4 50 76+04 6.9+0.2 6.22+03 74+0.2
C@Fe304 50 6.1+0.0 6.5+0.1 73+0.1 6.1+0.1
NiFe204 50 6.3+0.3 6.5+0.2 6.3+0.2 70+£0.1
C@NiFe204 50 75+0.2 6.3+0.1 6.5+0.6 6.3+0.1

5.5.2. Concentracién minima inhibitoria

En los estudios del diametro de la zona de inhibicion se demostr6 que la actividad
antibacteriana dependia de la dosis, 0 sea, la relacion de la concentracién de los
nanomateriales y el diametro de inhibicién. Por lo tanto, se determind la concentracion
minima inhibitoria (MIC). Para ello se utilizaron diferentes concentraciones de los

nanomateriales (Tabla 5.5).

Respecto a los datos representados, se requirié de 0.2 mg/mL de Ag NPs para inhibir el
crecimiento de las bacterias Gram positivas (S. aureus y B. cereus) y de 0.01 mg/mL de Ag
NPs para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram negativas (E. coli y S. typhi). Se

requirié de ~7mg/mL de ZnO NPs para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram (+) (S.
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aureus y B. cereus) y de 5 mg/mL de ZnO NPs para inhibir el crecimiento de las bacterias
Gram-negativa (E. coli y S. typhi). Se requiri6 de 3.75 mg/mL de Ag/ZnO NPs para inhibir
el crecimiento de las bacterias Gram-positiva (S. aureus y B. cereus) y de 2.5 mg/mL de ZnO
NPs para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram-negativa (E. coli y S. typhi). Se requirid
de ~6 mg/mL de C@ZnO NPs para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram-positiva (S.
aureus y B. cereus) y de 3.75 mg/mL de C@ZnO NPs para inhibir el crecimiento de las
bacterias Gram-negativa (E. coli y S. typhi). A diferencia de ZnO, C@ZnO y Ag/ZnO
presentaron una mejor actividad antibacteriana, sobre todo, provocd un mayor dafio a las
bacterias Gram-negativa por la composicion de la pared celular, donde fue mas facil acceder

por parte de las NPs, y a al dafio de ROS en presencia de luz visible.

Para las MFxOs, los datos obtenidos fueron que se requirio de 10 y 6 mg/mL de ZnFe,O4 NPs
para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram positivas (S. aureus y B. cereus,
respectivamente) y de 8 y 6 mg/mL de ZnFe,O4 NPs para inhibir el crecimiento de las
bacterias Gram negativas (E. coli y S. typhi). En el caso de C@ZnFe2O4, se requirié de 6 y 4
mg/mL para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram positivas (S. aureus y B. cereus,
respectivamente), mientras que para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram negativas
(E. coli y S. typhi) se requirio de 6 mg/mL. Se requirié de 12 y 8 mg/mL de CoFe>O4 NPs
para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram positivas (S. aureus y B. cereus,
respectivamente) y de 10 y 12 mg/mL para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram

negativas (E. coli y S. typhi, respectivamente).

Para C@CoFe20s4, se requirié de 8 y 6 mg/mL para inhibir el crecimiento de las bacterias
Gram positivas (S. aureus y B. cereus, respectivamente), mientras que para inhibir el
crecimiento de las bacterias Gram negativas (E. coli y S. typhi) se requirié de 8 mg/mL. Se
requirio de 12 y 10 mg/mL de FezO4 NPs para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram
positivas (S. aureus y B. cereus, respectivamente) y de 10 mg/mL para inhibir el crecimiento
de las bacterias Gram negativas (E. coli y S. typhi). Para C@Fe304, se requirio de 10 y 8
mg/mL para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram positivas (S. aureus y B. cereus,
respectivamente), mientras que para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram negativas
(E. coli y S. typhi) se requirié de 8 y 6 mg/mL. Se requirié de 14 mg/mL de NiFe.O4 NPs

para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram positivas (S. aureus y B. cereus) y de 12
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mg/mL para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram negativas (E. coli y S. typhi). Se

requirio de 10 y 8 mg/mL de C@NiFe204 NPs para inhibir el crecimiento de las bacterias

Gram positivas (S. aureus y B. cereus, respectivamente) y de 10 y 8 mg/mL para inhibir el

crecimiento de las bacterias Gram negativas (E. coli y S. typhi).

Tabla 5.5. Comparacion de pruebas antimicrobianas con la técnica de zonas de

inhibicion.

Inhibidor Concentracion minima inhibitoria (mg/mL)

Gram (+) Gram (-)
S. aureus B. cereus E. coli S. typhi

Ag 0.10 0.20 0.10 0.20
CQDs - - - -
ZnO 7.50 6.25 7.50 8.00
AQ/ZnO 3.75 3.75 5.00 7.50
C@znO 6.75 5.00 7.50 7.50
ZnFe304 10.00 6.00 10.00 8.00
C@ZnFe30q4 6.00 4.00 8.00 6.00
CoFe304 12.00 8.00 12.00 10.0
C@CoFes304 8.00 6.00 8.00 8.00
FesOq 12.00 10.0 12.00 10.0
C@Fe204 10.00 8.00 10.00 8.00
NiFe3O4 12.00 12.0 14.00 14.00
C@NiFe304 10.00 8.00 12.00 12.00

El crecimiento celular de estos patdgenos se controlé mediante el método de densidad dptica
ADbs500 en presencia de Ag, CQDs, ZnO, Ag/ZnO, C@ZnO, Fe304, C@Fe304, ZnFe,O4,
C@ZnFex04, CoFer04, C@CoFe204, NiFe04, C@NiFe20s, a una concentracion de 2

mg/mL en caldo Muller-Hilton. Los resultados muestran que hay una disminucion notable

en el crecimiento celular si se introducen los nanomateriales utilizados en los medios de

cultivos. Para S. aureus se observo una inhibicion del crecimiento celular por parte de todas

las NPs, siendo CQDs fue el nanomaterial con menor porcentaje de degradacién, con apenas
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un 10.56 % en comparacion con el control, C@NiFe204 inhibio con un 21.44%, NiFe204
inhibid con un 22.56 %, C@Fes04 inhibid con un 25.76 %, FesO4 inhibid con un 26.56 %o,
C@CoFe204 inhibid con un 28.96 %, CoFe204 inhibi6 con un 30.08 %, C@ZnFe204 inhibiod
con un 31.2 %, ZnFe204 inhibid con un 37.6 %, C@ZnO inhibid con un 39.20 %, Ag/ZnO
inhibié con un 60.32 %, finalmente, tanto ZnO como Ag NPs resultaron tener mayor
inhibicion, con un 100 % en comparacion con el control. Los CQDs (~10 %) tuvieron un
bajo porcentaje de inhibicion bacteriana, en comparacion con ZnO y Ag NPs que tuvieron
un 100 % de inhibicion bacteriana a 0.5 mg/mL de concentracion, por otra parte, el
comportamiento de las MFexO4 fueron similares entre si, inhibiendo de 20 a 30 %, a
excepcién de ZnFe Os que alcanzé ~ 38 %, sin embargo, al doparlas con CQDs
(C@MFex04), sus efectos antibacterianos se ven aumentados, donde lograron inhibir de 25
a 32 %, siendo los resultados apenas notorios a diferencia del comportamiento de los
nanomateriales a base de ZnO, que mostraron mejores propiedades antibacterianas que
obtuvieron una inhibicion de ~ 40 a 100 %. ZnFe>Os presentdé mejores propiedades
antibacterianas a diferencia de las demas MFexO4, teniendo un mejor comportamiento
antibacteriano, incluso que C@ZnFe2Os Por otra parte, ZnO mostro propiedades

antibacterianas mejores incluso que sus dopados.

Para B. cereus, se observé un comportamiento antibacteriano por parte de los nanomateriales,
siendo NiFe2O4 el nanomaterial con menor inhibicion con apenas un 13 %, CoFe204 inhibid
con un 21.81 %, ZnFe204 inhibié con un 23.05 %, Fe3O4 inhibié con un 25.93 %,
C@NiFe204 inhibié con un 33.33 %, C@CoFe204 inhibid con un 46.09 %, Ag/ZnO inhibid
con un 53.50 %, C@Fe30s inhibid con un 67.90 %, CQDs inhibié con un 74.49 %, ZnO
inhibid con un 76.95 %, C@ZnO inhibié con un 77.78 % y Ag inhibi6 con un 94.24 %. A
diferencia de S. aureus, para B. cereus se observo un menor porcentaje de inhibicién por
parte de las MFexO4 que presentaron inhibicion de 14 a 20 %, en cuanto a C@MFexOs, se
vieron aumentadas sus propiedades antibacterianas ya que la inhibicidn se present6 de ~ 30
a 70 %, CQDs mostr6 mayores efectos antibacterianos teniendo resultados muy similares a
ZnO (~ 75 %), asi, ZnO y sus dopados muestran también mejor efecto antibacteriano a
diferencia de las ferritas, siendo su rango de inhibicion de ~ 75 a 78 % y finalmente plata,
que mostr6 mejores propiedades antibacterianas (~ 94 %). ZnFe>Os mostré un

compartimento similar a CoFe>04 y Fez0a. En el caso de C@ZnFe204, su comportamiento
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es similar a C@CoFe204 y mayor al resto de MFexOas, pero mostré menor inhibicién en
comparacion con ZnO y sus dopados, siendo estos similares en cuanto a su comportamiento

antibacteriano.

Para la bacteria E. coli, el nanomaterial con menor porcentaje de inhibicién fue CQDs con
un 3 %, FesO4 inhibid con un 10.59 %, NiFe204 inhibio con un 15.68 %, CoFe204 inhibid
con un 18.86 %, ZnFe204 inhibié con un 21.40 %, C@NiFe204 inhibidé con un 25.85 %,
C@Fe304 inhibid con un 38.98 %, C@ZnFe204 inhibid con un 41.10 %, C@CoFe204
inhibid con un 41.42 %, ZnO inhibid con un 58.26 %, Ag inhibié con un 63.88 %, C@ZnO
inhibié con un 75.53 % y finalmente Ag/ZnO inhibid con un 98.83 %. CQDs para el caso
de E. coli, presenta la menor inhibicion (~ 3%). Para el caso de MFexQOs4, la inhibicion se
presenta de 10 a 22 %. Con C@MFexO4 sus propiedades antibacterianas se vieron
mejoradas, ya que mostraron una inhibicién de 25 a 42 %, por otra parte, ZnO y sus dopados
mostraron inhibicién de ~ 58 a 99 %, siendo Ag/ZnO el nanomaterial con mejor propiedad
antibacteriana. ZnFe>O4 demostrd tener mayor inhibicion que las deméas MFexOa, para el caso
de C@ZnFe 04, sus propiedades antibacterianas se ven mejoradas a diferencia de ZnFe>O4
y las deméds C@MFexOs (C@NiFe0s y C@Fes04), sin embargo, sus efectos son
comparables a C@CoFe.04. Para el caso de ZnO, mostré un aumento en la inhibicién, en
comparacion con C@ZzZnFe>O4. También se observé un porcentaje de inhibicién mas alto en
C@ZnO y Ag/Zn0O. Por otro lado, Ag mostr6 un mayor porcentaje de inhibicién en

comparacion con ZnO, pero menor con C@ZnO y Ag/ZnO.

Para S. typhi, el nanomaterial con menos inhibicion fue Fe3O4 inhibié con un 13.90 %,
NiFe204 inhibio con un 18.48 %, CoFe204 inhibid con un 27.35 %, CoFe204 inhibid con un
27.35 %, CQDs inhibid con un 31.66 %, ZnFe204 inhibié con un 32.02 %, C@CoFe204
inhibié con un 40.81 %, C@Fe30s inhibié con un 45.47 %, C@NiFe204 inhibié con un
45.65 %, C@ZnFe204 inhibid con un 54.89 %, ZnO inhibid con un 62.87%, C@ZnO inhibio
con un 65.92 %, Ag inhibi6 con un 82.33 % y Ag/Zn0O inhibi6 con un 95.87 %. Las MFexO4
por si solas apenas logran inhibir entre un 10 y un 30 % junto con los CQDs, al momento de
dopar las MFexO4 se observé un aumento en las propiedades antibacterianas siendo asi que,
el porcentaje de inhibicion de C@MFexO4 se encontrd entre 40 y 55 %, para el caso de ZnO

y sus dopados inhibieron entre un 60 y 96 %, en el caso de la plata por si sola inhibi6 en ~
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83 %, sin embargo, se ve superada por Ag/ZnO que inhibio en ~ 96 %. ZnFe>O4 mostro
mayor porcentaje de inhibicion en comparacion con las demés MFexO4. C@ZnFe204 mostro
un mayor porcentaje de inhibicion en comparaciéon en ZnFe>O4 y también con las demas
C@MFexOg4. Por otro lado, ZnO mostré un mayor porcentaje de inhibicion en comparacion
con C@ZnFez04, sin embargo, sus dopados (C@ZnO y Ag/ZnO) mostraron un mayor
porcentaje de inhibicion.

92



5. Aureus B. Cereus
a)

——ctrl —=—cap —_—pg zZro
—e—ctul ~S-cap —h—Ag £n0 W AGZND  —@=CZNO —t—ZrFe204 CZnFe204
A7 NO —=CZN0 = Fe20]  e——C7nFe20d
———COFE208 —@—CCOFe204 —E-Fe30h —i—CFe304 —COFel04 e CCOFE204 =flimFe30d  =iemCFe304

08 _%—NiFe204  —m=CNife204 03 | —M—NiFe204 —W—CNiFe204

Eos =

S £ 02

S 04 . 38

b £

032 w 0.1
2 3

0

o 2 4 3 8 10 12 ]

Tiempo (h) 6
Tiempo (h)
E. coli S. typhi

—a—citrl —a—caD —a—Ag zno ——curl —f—cap —h—Ag no
, —"AgZno  —s—czno —4+—ZNFe204 =——=—CZNFe?04 . 24— AgZNO &-CZno e ZnFe208 e CZnFe2O4

———CoOFe204 ——CCoFe?04 —m—Fe304  —a—CFe304 : Core20a o CCoF 8200 re30a creson

.08 —#—NiFe204 —m—CNiFe204

—M—NiFe204 —|—CNife204

-

Abs (500 mn)
=
in

0 2 4 3 8 10 12
Tiempo (h) Tiempo (h)

b)

100.00

80.00

60.00
40.00
0.00 I lI III

AgZnO CZnO InFe204 CZnFe204 CoFe204 CCoFe204 Fe304 CFe304 NiFe204 CNiFe204

% Inhibicion

B S.gureus M B.cereus WM E.coli W S.typhi

O
S

S.aureus B.cereus
100 100
100 100.00 24.29
76.95 77.78
74.49

20 80.00 o790
2 e0 2 so.00 53.50
= -] 46.09 46.50
E a0 £ 000 3333
= 2144 22.56 2576 265 * 2181 23.05 2593

20 1056 20000 1399

e o
& gé‘d) «’3'& ‘&d' "}o’ «:yo“ rsép"" éé\,d‘ ?ée‘a ‘00’ & o o
& s "
S.typhi
100.00 100.00 85.87
B80.00 B0.00
60.00 60.00 £}

os0 q0.g1 4547 4565
. a
0.00 27.35 3166 32.02

% Inhibicidn
% Inhibicién

20000

Figura 5.21. a) Parametros antibacterianos (datos MIC) medidos por espectroscopia UV-Vis
a 500 Abs. b) Porcentaje de inhibicién de cada nanomaterial para las bacterias Gram-positiva
(S. aureus y B. cereus) y Gram-negativa (E. coli y S. typhi). c) Porcentaje de inhibicion de
los nanomateriales para las bacterias en orden de eficiencia antibacteriana (de mayor a menor
porcentaje).
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Una de las maneras de clasificar las bacterias es con base en ciertas caracteristicas en la
composicion de su pared celular. Partiendo de esto, las bacterias se dividen en dos categorias
principales: Gram-negativas y Gram-positivas. La pared celular se encarga de proteger el
interior de la bacteria ante impactos negativos que pudieran provocarle factores externos
(fisicos, quimicos y bioldgicos), mas especificamente, se pueden mencionar tres principales
funciones de la pared celular: a) el intercambio de sustancias en la célula, b) el aislamiento
del contenido celular y c) el control de reacciones bioquimicas que suceden en la célula. Un
componente clave en las células bacterianas es el polimero peptidoglicano. Las bacterias
Gram-positiva tienen paredes celulares gruesas, esto es, que existe una region multicapa de
peptidoglicano. Las bacterias Gram-negativa tienen una capa delgada de peptidoglicano que
se ubica entre la célula y las membranas externas en una region llamada espacio periplasmico

(caracteristica en Gram-negativa) [19, 258].

Las nanoparticulas de 6xidos metélicos liberan iones de la superficie de las nanoparticulas,
que interaccionan con grupos funcionales de macromoléculas bioldgicas, como lo son las
proteinas presentes en las pared celular de las bacterias, también contribuyen en la generacion
de ROS, seguido de la peroxidacion lipidica, estos efectos son los principales mecanismos
antibacterianos, ademas, gracias a su tamafio y forma, pueden dafar fisicamente la membrana
celular, entrar e interrumpir funciones metabdlicas, inhibiendo asi, el crecimiento celular de
las bacterias [259]. La inhibicion causada por las nanoparticulas se debié principalmente a
sus propiedades fotocataliticas que, con presencia de luz visible, se presentd una oxidacién
por radicales libres, o visto de una manera mas apropiada, una accion de inhibicion por la
aparicion de especies reactivas de oxigeno. (ROS). La accion inhibidora de las ZnO NPs
sintetizadas a partir de compuestos bioldgicos (extractos de Ocimum tenuiflorum), en su
combinacion con Ag NPs sintetizadas con Citrus sinensis pudo deberse a la reaccion de
nanoparticulas con proteinas bacterianas mediante la combinacion de los grupos tiol (-SH)
y, por lo tanto, esto conduce a la inactivacion de proteinas y al crecimiento bacteriano ya que
también se dafia el proceso de replicacion de ADN, y por lo tanto, la inhibicion de las
funciones enzimaticas, la luz provoca un estrés oxidativo en la pared celular bacteriana, esto
ademas provoca la descarga de iones y la generacion de ROS como el oxigeno singlete (O-),
peréxido de hidrégeno (H203), radical hidroxilo (OH-) y el radical superéxido (O27), las Ag

NPs en la superficie de ZnO NPs proporcionan una mayor zona de superficie reactiva para
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entremezclarse con la bacteria debido a la formacion de una estructura nucleo/capa, teniendo
una carga positiva se atrae con la carga negativa de la membrana celular y la destruye [162,
260]. Por otro lado, la combinacion de CQDs con ZnO (C@ZnO) pudo unirse a la pared
celular mediante los grupos funcionales CH y COH, principalmente, obteniendo asi, una
mejor afinidad a las cargas, con lo que provoco la inactivacion de proteinas, dafio a la pared
celular e interrupcion de proceso como la replicacion del ADN y con ello, la inactivacion del
crecimiento bacteriano, donde también se incluye el dafio por la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que causan, por tanto, dafios en la membrana que conducen
también a la muerte celular; el tamafio de CQDs, cominmente menor a 10 nm, provoca una
mayor liberacion de electrones en los enlaces de valencia y conduccion bajo luz ultravioleta,
esto es, tras una fotoexcitacion de CQDs para inducir la transferencia de carga, se producen
electrones libres que van de la carga de valencia a la de conduccion, dejando huecos con
carga positiva, estos son estados excitados emisivos de sus recombinaciones radiactivas, este
fendmeno se relaciona directamente con efectos fotodindmicos como la formacion de ROS

provocando destruccion sobre las macromoléculas bioldgicas [259, 261].

Las MFexO4 son 6xidos metalicos semiconductores que liberan iones de la superficie de las
nanoparticulas que, al interaccionar con grupos funcionales de macromoléculas bioldgicas,
producen ROS. Al dopar las MFexO4con CQDs (C@MFexO4; M=Fe, Co, Ni, Zn) se observé
un incremento en la accion inhibitoria. En general, las MFexOsy C@MFexO4 muestra una
mejor actividad antibacteriana contra las bacterias Gram-positiva, o que puede deberse a la
composicion de su pared celular que contiene compuestos de peptidoglicano y &cido teicoico
con abundantes poros en lo que las nanoparticulas pueden penetrar facilmente. El dafio hecho
a las bacterias Gram-negativa se vio en menor cantidad por parte de las MFexOs y
C@MFexO4 esto, siguiendo el principio de dafio provocado a las bacterias Gram-positiva, las
bacterias de tipo Gram-negativa se componen de paredes celulares por lipopolisacaridos,
lipoproteinas y fosfolipidos, que forman una barrera de penetracion que permite el acceso de
macromoléculas, haciendo que el mecanismo antibacteriano se lleve a cabo por la adherencia
de cargas entre las nanoparticulas y las paredes celulares, la liberacion de iones y con la
produccion de ROS bajo irradiacion de luz [174, 259].
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5.6. Analisis de criterio econémico

El céalculo para el costo de los reactivos para la obtencion de los nanomateriales
antibacterianos (CNMs) y el costo de la energia eléctrica (CEE) empleada para la elaboracién
de los mismos, se realizo considerando las cantidades de los reactivos utilizados en cada
sintesis, asi como su costo total por gramo obtenido. Ademas, el costo de produccién se
considerd de acuerdo a los precios que se otorgan a instituciones educativas, ya que este
andlisis considera la produccion de nanomateriales antibacterianos a escala laboratorio. En
la tabla 5.6 se desglosa el andlisis econdmico de los reactivos de la sintesis de los
nanomateriales (CNMs). En la columna “presentacion” se muestran las unidades de medida
correspondientes a gramos o mililitros. La columna “precio” indica el precio de los reactivos
cotizados de la pagina de Sigma Aldrich. de la pagina de Sigma Aldrich. La columna
“material requerido” muestra la cantidad necesaria que se utilizd para la sintesis de los
distintos nanomateriales. La columna “costo por sintesis” multiplica el precio por unidad
(ecuacion 5.4) por el material utilizado para la sintesis (ecuacion 5.5). En la Gltima columna
se obtuvo el precio por gramos de los nanomateriales (ecuacion 5.6) obtenidos al final de

cada sintesis para calcular el costo final de los reactivos.

Precio / Presentacion = Precio por unidad (5.4)
Precio por unidad * Material utilizado = Costo reactivos por sintesis (5.5)
Costos reactivos por sintesis / gramos obtenidos = Costo reactivos por gramo (5.6)

El calculo del consumo de energia eléctrica de los equipos utilizados para la sintesis de los
nanomateriales (CEE) se llevé a cabo considerando la preparacion de los mismos a escala
laboratorio en una institucién educativa, por lo que la tarifa de Comision Federal de
Electricidad aplicada corresponde a la tarifa H-M, con demanda de 100 kW o mas en horario
para servicio general en media tension. El costo de kW para este analisis fue el de la region
central en una hora intermedia para febrero de 2021. En la Tabla 5.7 se muestran los equipos
de laboratorio utilizados y su funcién para la sintesis de los diferentes nanomateriales. Se
muestran las columnas de “potencia”, “tiempo de operacion (horas)”, “consumo (kWh),
“costo de energia (por sintesis)” y “costo de energia (por gramo)”. La columna “potencia”
contiene las especificaciones eléctricas en watts de los equipos usados. La columna “tiempo

de operacion” contiene el tiempo requerido (en horas) para cada proceso. En la columna de
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“consumo” se llev0 a cabo un céalculo con la ecuacion 5.7, donde si multiplicé la potencia
por el tiempo de operacion y se dividié entre 1000 para obtener el consumo en kilowatts-
hora. En la columna de “costo de energia (por sintesis)” se consideraron los valores de Precio
kWh y de consumo (ecuacion 5.8). En la columna final “costo de energia (por gramo)” se
calculo la cantidad de energia utilizada para obtener un gramo de nanomaterial (ecuacién
5.9).

(Potencia * Tiempo de operacion) / 1000 = Consumo (5.7)

Precio kWh * Consumo = Costo energia por sintesis (5.8)

Costo energia por sintesis / gramos obtenidos = Costo energia por gramo (5.9)

El costo total para la sintesis por gramo de nanomaterial antibacteriano fue de $476.55,
$76.99, $110.95, $98.43, $101.50, $463.26, $354.67, $466.71, $358.12, $463.28, $354.69,
$530.71 y $422.12 para Ag, ZnO, CQDs, Ag/ZnO, C@ZnO, Fe304, C@Fe304, ZnFeyO4,
C@ZnFex04, CoFe204, CwCoFex04, NiFe:04 y C@NiFe204 respectivamente. Estos costos
son aproximados, ademas de que, se pueden reducir los costos por horas de uso al optimizar

los métodos de sintesis y sintetizar los nanomateriales a mayor escala.

Las emisiones de CO; generadas durante la sintesis de los nanomateriales (EGI) se calcularon
a traves de la Calculadora de Emisiones para el Registro Nacional de Emisiones (RENE) de
la SEMARNAT, en el cual se considera un factor de emision del sistema eléctrico nacional
2020 de 0.494 tCO2e/MWh. Siendo el CO> equivalente (CO2e) un factor vinculante a la
huella de carbono que, resulta del producto de una cantidad total de didxido de carbono (CO3)
y metano (CHa) producida directa o indirectamente por alguna actividad multiplicada por el
potencial del calentamiento global [262, 263]. Para el caso de Ag, las emisiones corresponden
a 0.0005 tCO2 para el consumo total de 0.85 kWh. Para ZnO y Ag/ZnO, las emisiones, dado
el tipo de sintesis similar, corresponden a 0.0054 tCO> para el consumo total de 10.63 kWh.
Para CQDs, las emisiones corresponden a 0.0064 tCO para el consumo total de 13.48 kWh.
Para C@ZnO, las emisiones corresponden a 0.012 tCO; para el consumo total de 24.175
KWh. Para las ferritas MFexOs y C@MFexO4 (Fe3Os, C@Fe304, ZnFe04, C@ZnFez04,
CoFe;04, C@CoFe;04, NiFe204 y C@NiFe204), se us6 el mismo método de sintesis, por lo

que el valor de emisiones es el mismo. Para MFeQs, se obtuvo un valor de 0.021 tCO> para
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el consumo total de 43.73 kWh. Para C@MFexO4, se obtuvo un valor de 0.028 tCO, para el
consumo total de 57.28 kWh.

Tabla 5.6. Costo de los reactivos utilizados en las sintesis de los diferentes nanomateriales

antibacterianos.

Reactivo Presentacion  Precio Material Costo por Costo
(MXN) Requerido sintesis por
gramo
Ag
Nitrato de 25 g 2843  0.0035 g 3.07773E-05
plata 98 %
Agua 20000 ml 150 10 ml 0.075
destilada
Total $0.08 $75.03
ZnO
Nitrato de 500 g 1551 1 g 3.102
zinc 98 %
Agua 20000 ml 150 10 ml 0.075
destilada
Total $3.18 $10.96
CQD
Acido citrico 500 g 980 0.57 g 1.1172
98 %
Etilendiamina 100 ml 983 0.1 ml 0.983
98 %
Agua 20000 ml 150 50 ml 0.375
destilada
Total $2.48 $9.90
Ag/ZnO
Nitrato de 25 g 2843  0.0035 g 0.39802
plata 98 %
Nitrato de 500 g 1551 1 g 3.102
zinc 98 %
Agua 20000 ml 150 10 ml 0.0750
destilada
Total $3.58  $85.99
CQDs@ZnO
Oxido de zinc 1 g 6.35 0.5 g 3.175
CQDs 50 ml 2.48 0.5 ml 0.0248
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Etanol 96 % 20000 ml 898 50 ml 2.245
Total $5.44  $10.89
ZnF204
Cloruro de 100 g 907 0.405 g 3.67335
hierro (I11)
Cloruro de 100 g 580 0.17 g 0.986
zinc 98%
Etilen glicol 4000 ml 4643 25 ml 29.01875
99%
Agua 20000 ml 150 25 ml 0.1875
destilada
Total $33.87 $135.46
C@ZnF204
Ferrita de 1 g 135.46 0.5 g 67.73
zinc
CQDs 50 ml 2.48 0.5 ml 0.0248
Etanol 96 % 20000 ml 898 50 ml 2.245
Total $70.00 $140.00
FesOu4
Cloruro de 100 g 907 0.405 g 3.67335
hierro (111)
Cloruro de 250 g 1862 0.248 g 1.847104
hierro (1)
tetrahidratado
98%
Etilen glicol 4000 ml 4643 25 ml 29.01875
99%
Agua 20000 ml 150 25 ml 0.1875
destilada
Total $34.73 $138.91
C@Fe304
Magnetita 1 g 138.91 0.5 g 69.455
CQDs 50 ml 2.48 0.5 ml 0.0248
Etanol 96 % 20000 ml 898 50 ml 2.245
Total $71.72 $143.45
CoF204
Cloruro de 100 g 907 0.405 g 3.67335
hierro (111)
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Cloruro de 250 g 1536 0.161 g 0.989184

cobalto (1)
98%
Etilen glicol 4000 ml 4643 25 ml 29.01875
99%
Agua 20000 ml 150 25 ml 0.1875
destilada
Total $33.87 $135.48
C@CoF204
Ferrita de 1 g 135.48 0.5 g 67.74
cobalto
CQDs 50 ml 2.48 0.5 ml 0.0248
Etanol 96 % 20000 ml 898 50 ml 2.245
Total $70.01 $140.02
NiF204
Cloruro de 100 g 907 0.405 g 3.67335
hierro (111)
Cloruro de 100 g 6009 0.297 g 17.84673
niquel
hexahidratado
99.9%
Etilen glicol 4000 ml 4643 25 ml 29.01875
99%
Agua 20000 ml 150 25 ml 0.1875
destilada
Total $50.73 $202.91
C@NiF204
Ferrita de 1 g 202.91 0.5 g 101.455
niquel
CQDs 50 ml 2.48 0.5 ml 0.0248
Etanol 96 % 20000 ml 898 50 ml 2.245
Total $103.72 $207.45

Tabla 5.7. Consumo de energia eléctrica de los equipos utilizados para la sintesis de los
nanomateriales (CEE).

Equipo Potencia Tiempode Consumo  Costo por Costo por
(W) operacion  (kwWh) sintesis gramo
(horas)
Ag
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Parrilla (sintesis) 850 1 0.85 1.5929
Total $1.59 $455.11
Zn0O
Parrilla (sintesis) 850 1 0.85 1.5929
Horno (secado) 2640 2 5.28 9.89472
Mufla 1500 3 4.5 8.433
(calcinado)
Total $19.92 $66.40
CQD
Parrilla 850 0.2 0.17 0.31858
(agitacién)
Horno (sintesis) 2640 5 13.2 24.7368
Centrifugadora 550 0.2 0.11 0.20614
Total $25.26 $101.05
Ag/ZnO
Parrilla 850 1 0.85 1.5929
(agitacion)
Horno (secado) 2640 2 5.28 9.89472
Mufla 1500 3 4.5 8.433
(calcinado)
Parrilla 850 1 0.85 1.5929
(agitacion)
Horno (secado) 2640 2 5.28 9.89472
Total $19.92 $66.40
C@znO
Parrilla 850 1 0.85 1.5929
(agitacion)
Horno (secado) 2640 2 5.28 9.89472
Mufla 1500 3 4.5 8.433
(calcinado)
Parilla 850 0.2 0.17 0.31858
(agitacion)
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Horno (sintesis) 2640 5 13.2 24.7368
Centrifugadora 550 0.2 0.11 0.20614
Sonicador 130 0.5 0.065 0.12181
(dispersion)
Total 45.30395 $90.61
MFxO4 (M= Zn, Fe, Co, Ni)
Parrilla 850 0.2 0.17 0.31858
(agitacion)
Horno (sintesis) 2640 16 42.24 79.15776
Horno (secado) 2640 0.5 1.32 2.47368
Total 81.95002 $327.80
C@MFxO4 (M= Zn, Fe, Co, Ni)
Parrilla 850 0.2 0.17 0.31858
(agitacién)
Horno (sintesis) 2640 16 42.24 79.15776
Horno (secado) 2640 0.5 1.32 2.47368
Parilla 850 0.2 0.17 0.31858
(agitacion)
Horno (sintesis) 2640 5 13.2 24.7368
Centrifugadora 550 0.2 0.11 0.20614
Sonicador 130 0.5 0.065 0.12181
(dispersidn)
Total $107.33 $214.67
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1. Conclusiones

Con el método ambientalmente amigable se prepararon ZnO/Ag, CQDs y C@ZnO y también
MFexO4 con CQDs para formar C@MFexO4 empleando el extracto de las plantas Citrus
sinensis y Ocimum tenuiflorum. Los nanomateriales se caracterizaron utilizando XRD, SEM,

EDS, fotoespectroscopia de fluorescencia y ultravioleta-visible.

Las caracterizaciones fisicas y quimicas de los nanomateriales fueron analizados por UV-Vis
y espectroscopia de fluorescencia, estos permitieron identificar las diferentes caracteristicas

fisicoquimicas asociadas a la morfologia, estructura, distribucion.

Se evaluaron las propiedades antibacterianas de Ag NPs, ZnO NPs, Ag/ZnO NPs, C@ZnO,
ZnFe;04, Fe30s, CoFe04 NiFe 04 C@ZNnFe20s C@Fe30s, C@QCoFe204 y C@NiFe204
empleando S. aureus, B. cereus, E. coli y S. typhi. En los estudios, los resultados se midieron
con antibiograma de discos (ZOl), concentracion minima inhibitoria (MIC) y turbidez 6ptica
Abs500. Esto permitid determinar la correlacidn entre la concentracion de los nanomateriales
dopados y no dopado con el tipo de bacteria (Gram (+) o Gram (-)). Ademas, se observo que
los nanomateriales dopados tienen en general, una mejor actividad inhibitoria de los
nanomateriales no dopados y los nanomateriales a base de ZnO tiene una mejor eficiencia

inhibitoria que los nanomateriales a base MFexOa.

El uso de MONPs para el tratamiento de aguas residuales es una alternativa efectiva. Sin
embargo, se debe tomar en cuenta que la evaluacion realizada para los nanomateriales con
propiedades antibacterianas se llevo a cabo a escala laboratorio. La implementacion a escala
industrial de este tipo de nanomateriales aln se encuentra en desarrollo, debi6 a los costes
econdmicos y energéticos. De este modo, con el uso de métodos verdes, los componentes de
origen bioldgico, principalmente residuos de plantas y vegetales se pueden aplicar para la

sintesis de nanomateriales.

6.2. Perspectivas
Para complementar la informacion acerca de las propiedades fisicoquimicas de los
nanomateriales se recomienda realizar las caracterizaciones de microscopia electrénica de

transmision (TEM) y espectroscopia de infrarrojo (FTIR).
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Se recomienda hacer pruebas antibacterianas en un agua sintetica con las bacterias de intereés,
e implementar un sistema de reciclado de los nanomateriales dadas sus propiedades, tanto los

oOxidos de zinc como las ferritas ferromagnéticas.
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